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I.   INTRODUCCIÓN
           NURIA MARÍA LEÓN RUIZ         APLICACIÓN DE LA CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA ACOPLADA A LA ESPECTROMETRÍA DE MASAS DE ALTA RESOLUCIÓN  














La presencia de contaminantes químicos en los alimentos y el medio ambiente, 
y consecuentemente la exposición humana a los mismos, es uno de los 
problemas más relevantes en el ámbito de la salud pública.  La exposición 
continuada a bajas dosis durante periodos prolongados de tiempo a distintos 
contaminantes orgánicos o elementos químicos a través de la ingestión de 
alimentos y agua, o de la inhalación del aire ambiente o interior, puede tener 
efectos tóxicos relevantes, con los consiguientes problemas de salud para la 
población general, y especialmente  sobre  los grupos más vulnerables como 








En la Figura 1 se muestran las fuentes y vías de exposición humana a los 
diferentes grupos de contaminantes, tanto de origen natural como 
antropogénico. En algunos ámbitos específicos como la seguridad alimentaria 
los contaminantes pueden llegar a los alimentos en las distintas etapas de la 
cadena alimentaria (Figura 2), desde la producción primaria hasta el cocinado 




Figura 2. Incorporación de los contaminantes en la cadena alimentaria. 
 
Por otro lado, no menos relevantes desde el punto de vista de la salud pública 
son los contaminantes de origen natural tanto inorgánicos (As) como orgánicos 
(ej. biotoxinas:  micotoxinas, fitotoxinas). En la Tabla 1 se describen las fuentes 
de los contaminantes prioritarios presentes tanto en los alimentos como en el 



















































































































































































































































































































































































































































































































































































La  evaluación de la exposición y del riesgo a estos contaminantes se realiza 
habitualmente siguiendo dos posibles estrategias: 1) la evaluación de la 
exposición externa o control ambiental, determinando los niveles de 
contaminantes en los distintos medios como aire o alimentos; y 2) la exposición 
interna, biomonitorización en humanos, midiendo los contaminantes en fluidos 




Figura 3. Estrategias para la evaluación de la exposición a contaminantes. 
 
Exposición externa 
El conocimiento preciso de las concentraciones de los contaminantes 
prioritarios y emergentes en las matrices ambientales y alimentarias permite 
evaluar la exposición de los diferentes grupos de población y por lo tanto 
evaluar el riesgo asociado a su presencia. Por ejemplo, los estudios de dieta total 
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posibilitan, a través de un conocimiento detallado de la contaminación de los 
alimentos frente a diversos contaminantes (Dioxinas, PCB´s, plaguicidas, 
residuos de medicamentos, micotoxinas, metales…) y de la dieta de una 
población concreta, estimar la ingesta de contaminantes para los distintos 
grupos de población, y mediante la comparación con los estándares 
toxicológicos (ingesta diaria admisible ADI, ingesta diaria tolerable TDI, etc.), 
llevar a cabo una evaluación de la exposición y una caracterización del riesgo. 
Esto resulta esencial para implementar medidas destinadas a disminuir la 
exposición a estos contaminantes en la población (gestión del riesgo) [7]. 
Sin embargo, la evaluación de la exposición ambiental (externa) de la población 
a distintas sustancias no es suficiente o no permite una exacta evaluación del 
riesgo, ya que la presencia de sustancias químicas en estas matrices no implica 
necesariamente una absorción por el organismo ni unos efectos adversos en la 
salud humana. Para una evaluación de la dosis de contaminantes realmente 
incorporada en humanos (dosis interna) y una evaluación más precisa del riesgo 
derivado de la presencia de contaminantes, es indispensable completar la 
vigilancia ambiental con la puesta en marcha de programas de 
biomonitorización humana [8] tal y como incentiva la estrategia europea sobre 
medioambiente y salud en su correspondiente Plan de acción [9]. 
Exposición interna 
La biomonitorización en humanos es una herramienta de gran utilidad para la 
protección de la salud frente a la exposición a sustancias químicas, que a través 
de una sistemática actividad de recogida de muestras biológicas, el análisis de las 
concentraciones de los contaminantes y/o sus metabolitos u otros parámetros 
biológicos, y la comparación de los niveles observados con valores de referencia, 
puede permitir una mejor valoración de la exposición (exposición interna) y una 
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más completa evaluación del riesgo [10]. Los datos obtenidos en los estudios de 
biomonitorización proporcionan una medida integrada de la exposición de la 
población procedente del conjunto de todas las fuentes de contaminación y 
tiene en cuenta todas las rutas de exposición o de entrada al cuerpo humano 
(inhalación, ingestión y absorción dérmica).  
Para la correcta aplicación de esta herramienta es indispensable seleccionar tanto 
la matriz biológica como los biomarcadores más adecuados para cada tipo de 
contaminante, así́ como disponer de métodos analíticos fiables, sensibles, 
aplicados bajo estrictos protocolos de calidad y disponer de referencias para la 
interpretación de los resultados [11].  
Las matrices biológicas más empleadas en los estudios de biomonitorización son 
la sangre (suero y plasma) y la orina. La sangre (plasma, suero) es una matriz 
ideal para muchos contaminantes persistentes lipofílicos como los pesticidas 
organoclorados (aldrin, dieldrin, clordano...), difenilos polibromados (PBDE’s) 
o polibromados (PCB´s) ya que está en contacto con todos los tejidos y en 
equilibrio con los órganos donde se pueden depositar estos compuestos. Sin 
embargo la recolección de sangre es una técnica invasiva que puede condicionar 
la participación voluntaria de las personas en los estudios. Por otro lado, la 
orina se considera una matriz de extremo interés para el análisis de 
contaminantes no persistentes e hidrófilos que se excretan rápidamente como 
los metabolitos de los ftatalos [12] o de los insecticidas piretroides [13], ya que 
es relativamente fácil de recoger y no es invasiva. El desarrollo de nuevas 
metodologías y técnicas analíticas está permitiendo el uso de otras matrices que 
son poco o nada invasivas como la saliva, pelo, uñas o leche materna, aunque 
son necesarios más estudios para establecer correlaciones entre las 
concentraciones en las mismas y carga total en el cuerpo (body burden) [14].  
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Sin duda la biomonitorización en humanos debe centrarse en la evaluación de 
las sustancias prioritarias o emergentes en el ámbito medioambiental, aunque la 
sustancia a investigar no sea necesariamente la sustancia inicial sino un 
biomarcador de exposición a la misma. La selección del biomarcador adecuado 
es de enorme relevancia en el diseño, viabilidad e interpretación de los 
resultados en los estudios de biomonitorización, ya que ha de ser lo más 
específico posible de la sustancia original estudiada y sus niveles en sangre u 
orina deben ser detectables con los métodos analíticos existentes. Los programas 
de biomonitorización y la mayoría de los estudios utilizan fundamentalmente 
biomarcadores de exposición entre los que se encuentran aquellos 
contaminantes o sus metabolitos a los que se presta una mayor atención para 
evaluar sus dosis internas tales como: metales, plaguicidas, hidrocarburos 
policíclicos aromáticos (PAH’s), dioxinas, difenilos polibromados (PBDE’s), 
compuestos perfluorados y ftalatos entre otros. 
En la presente Tesis Doctoral se aborda la puesta a punto de nuevas 
metodologías analíticas para la investigación de algunos grupos de 
contaminantes en varias matrices para la futura evaluación tanto de la 
exposición interna como externa (Figura 4). Referente a la exposición externa se 
han estudiado diferentes familias de compuestos, drogas veterinarias en orina 
animal y piensos, plaguicidas en aire y micotoxinas, fitotoxinas, y otras 
sustancias no deseables en piensos. Por otro lado, respecto a la exposición 
interna se han realizado estudios para biomonitorización en orina humana y en 
leche materna de contaminantes poco estudiados hasta el momento, como lo 



















 Contaminantes objeto de estudio 1.1.
En esta Tesis Doctoral se aborda el estudio analítico de los siguientes grupos de 
sustancias: medicamentos de uso veterinario, plaguicidas y sus metabolitos, 
micotoxinas y fitotoxinas. 
1.1.1. Residuos de medicamentos veterinarios 
Los medicamentos veterinarios se han usado desde hace décadas con fines 
terapéuticos y profilácticos. Un gran número de estas sustancias se pueden 
administrar a través del pienso, del agua de bebida o mediante implantes o 
inyecciones [15, 16]. Actualmente existen en el mercado un elevado número de 
medicamentos veterinarios autorizados para su uso terapéutico en la producción 
agropecuaria destinados a mantener el estado sanitario de la cabaña ganadera. 
Sin embargo, el mal uso de estos medicamentos, así como el empleo de 
sustancias no autorizadas con fines fraudulentos, supone un grave problema 
desde el punto de vista de la Salud Pública ya que puede ser la causa de la 
aparición de residuos de medicamentos en la cadena alimentaria que pueden ser 
perjudiciales para los consumidores y potenciar además el desarrollo de 
resistencias a bacterias patógenas.  
Dejando aparte el uso ilegal de los medicamentos veterinarios, las causas más 
comunes de la aparición de estos residuos son la contaminación de piensos 
durante su producción (carry-over) desde piensos medicados a piensos no 
medicados [17], el incumplimiento del tiempo de espera desde la 
administración del medicamento hasta el sacrificio del animal o errores en la 
dosis terapéutica o profiláctica (piensos, agua de bebida o en el animal) entre 
otros [18]. En la Tabla 2 se resumen los residuos de medicamentos veterinarios 
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investigados en esta Tesis Doctoral, su legislación aplicable, sus estructuras 










































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Hormonas (estilbenos, esteroides y lactonas del ácido resorcílico (RAL’s)) 
Los estilbenos, esteroides y los RAL’s son agentes promotores del crecimiento, 
todos ellos están prohibidos en la Unión Europea (UE) a través de la Directiva 
96/22/EC [19]. 
En el grupo de los estilbenos (estilbenos, derivados de estilbenos y ésteres) los 
más comunes son dietilestilbestrol (DES), dienestrol (DIEN) y hexestrol 
(HEX). El DES se utilizó en la época de los 50 por sus propiedades como 
promotor del crecimiento. Hasta 1979, el DES fue administrado abusivamente 
en Estados Unidos pero debido a su elevada toxicidad como carcinogénico se 
prohibió su uso tanto en Estados Unidos como en la UE [23].   
Entre los esteroides existen un elevado numero de sustancias que se utilizan 
ilegalmente en el engorde del ganado. El estanozolol por ejemplo es un 
anabolizante esteroideo sintetizado por primera vez en 1959 y que se ha usado 
de manera ilegal en el engorde del ganado durante años [24].  El estanozolol es 
metabolizado a su forma hidrolizada más común entre otras, el 16β-
hidroxiestanozolol. Este metabolito es su residuo marcador y tanto su presencia 
en orina como la del estanozolol tienen tolerancia cero (prohibidos) en la UE. 
Muchos de los esteroides pueden tener también un origen natural y su presencia 
en las matrices diana no siempre puede atribuirse a un uso ilegal. Es el caso de 
las formas isoméricas α y β de trembolona, nortestosterona y/o boldenona. 
Algunos estudios proponen diferentes estrategias para determinar el origen 
exógeno o endógeno de estas sustancias [25, 26]. 
El zeranol es un anabolizante sintético con actividad estrogénica que pertenece 
al grupo de las denominadas lactonas del ácido resorcílico. Además de su uso 
como agente estrogénico también ha sido utilizado para la reducción del estrés 
en el ganado. Su administración está prohibida desde 1985 en la UE y la forma 
de aplicación más común es mediante implante subcutáneo de forma que se va 
Introducción 
	 33	
liberando lentamente al corriente sanguíneo. En los últimos años diversas 
investigaciones han demostrado que este anabolizante puede ser formado in 
vivo desde la micotoxina zearalenona y α-zearalenol [27]. La zearalenona puede 
tener su procedencia en piensos contaminados. Esta micotoxina, α-zearalenol y 
su epímero β-zearalenol son producidos por algunas especies de Fusarium. Para 
determinar el origen sintético o natural del zeranol [28] es necesaria la 
determinación de todo el perfil de RAL’s: α-zearalenol, β-zearalenol, 
zearalenona, zeranol (α-zearalanol), taleranol (β-zearalanol) y zeralanona.  
 
Nitroimidazoles 
Los 5-nitroimidazoles son medicamentos que poseen propiedades 
antibacterianas y antiprotozooarias y su uso está extendido tanto en humanos 
como en animales [29]. En animales son utilizados fundamentalmente para 
tratar la histomoniasis y coccidiosis en aves, tricomoniasis genital en ganado 
vacuno o la disentería porcina [30]. Este grupo de sustancias son genotóxicas, 
mutagénicas y carcinogénicas, tienen alta solubilidad en agua y baja 
biodegradabilidad, lo que favorece su bioacumulación [31]. Por todo esto 
sumado a la aparición de resistencias bacterianas a este grupo de medicamentos, 
la UE ha incluido a algunos de ellos (dimetridazol, metronidazol y ronidazol) 
en el cuadro 2 de sustancias prohibidas del Reglamento 37/2010 [20]. Los 5-
nitroimidazoles se metabolizan rápidamente vía oxidación de la cadena unida a 
la posición C2 del anillo. Estos metabolitos en ocasiones poseen similar 
toxicidad que el compuesto de procedencia. El resto de nitroimidazoles y 
metabolitos que no están regulados específicamente en la legislación Europea 
son consideradas sustancias prohibidas (tolerancia cero). En 2007 los 
laboratorios comunitarios de referencia publicaron una guía [32] sobre 
concentraciones recomendadas a las que se debían llegar dependiendo del 
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analito y de la matriz en la que se busca. Esta guía sugiere un nivel 
recomendado de 3 µg kg-1 como el nivel mínimo que los métodos de análisis 
deben alcanzar para determinar ronidazol (RNZ), metronidazol (MNZ) y 
dimetridazol (DMZ) y sus metabolitos en diferentes especies en varias matrices 
(plasma, suero, retina, músculo, leche, miel y aguas de bebida para animales). El 
nivel recomendado en el caso de piensos es de 50 µg kg-1. 
Tranquilizantes 
Este grupo incluye sustancias como butirofenonas, promazinas y el beta-
bloqueante carazolol. Se administran en animales a modo de pre-anestesia y 
relajante muscular en ganado vacuno, porcino, ovino y caprino para prevenir la 
mortalidad y la pérdida de la calidad de la carne debido al estrés que sufren 
durante el transporte desde la granja al matadero. El tiempo que transcurre 
desde que se les administra el tranquilizante hasta que son sacrificados es corto, 
por lo que las cantidades de residuo en el tejido comestible puede llegar a ser 
muy elevado. Además de la muerte en algunos casos, el estrés puede generar 
cambios metabólicos en el músculo de manera que producen cambio 
indeseables post-mortem, alterando así la calidad de la carne. En cerdos este 
síndrome es más acusado y se conoce como el Síndrome del Estrés Porcino 
(SEP) [33].  
La clorpromazina es la única sustancia que está prohibida. Azaperona y 
carazolol tienen establecido LMR en algunas especies. El resto de 
tranquilizantes no están regulados por lo que se consideran prohibidas. Los 







Los corticosteroides son antiinflamatorios esteroideos que se utilizan solos o en 
combinación con una o varias sustancias antimicrobianas. Pese a que su uso 
como agentes promotores del crecimiento está prohibido en la Unión Europea, 
se han seguido utilizando ilegalmente en cócteles junto con beta-agonistas o 
esteroides para potenciar los efectos [34]. Los corticosteroides se pueden dividir 
en dos grandes grupos, los glucocorticoides (dexametasona) y 
mineralocorticoides. Según el Reglamento 37/2010, dexametasona, 
betametasona, metilprednisolona y prednisolona tienen establecidos LMR´s 
dependiendo de la matriz y la especie animal (Tabla 2). 
Tireostáticos 
Los agentes anti-tiroideos hacen disminuir la producción de hormona tiroideas 
reduciéndose el metabolismo basal y favoreciendo la retención extracelular de 
agua [24]. Los tireostáticos están prohibidos desde 1981 por la directiva 
81/602/EEC posteriormente derogada por la Directiva 96/22/EC. Los residuos 
de estos medicamentos veterinarios pueden tener implicaciones teratogénicas y 
carcinogénicas. Pertenecen a este grupo el 2-tiouracilo, 6-metil-2-tiouracilo, 6-
propil-2-tiouracilo, 6-fenil-2-tiouracilo, 2-mercaptoimidazol, tapasol y 2-
mercaptobenzimidazol. El debate sobre el posible origen natural del 2-tiourcilo 
[35, 36] ha hecho incrementar el interés en su análisis ya que la presencia de 
este tireostático debe ser interpretada con sumo cuidado.    
En 2007 el laboratorio europeo de referencia estableció una concentración 
recomendada de 10 µg l-1 en orina o 10 µg kg-1 en tiroides [32], esta 
concentración aunque no ha sido legislada todavía se ha tomado como límite 
legal para establecer si una muestra es no conforme. La detección de valores 
entre 10 y 100 µg l-1  en orina o kg en tiroides puede ser originada por la ingesta 
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de plantas derivadas de las crucíferas como se ha demostrado en diversos 
hallazgos en toda Europa en los que la presencia de 2-tiouracilo en este rango de 
concentraciones es debido a un origen endógeno [37]. 
 
Antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s) 
Los AINEs tienen propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas, 
pueden pertenecer a diferentes clases [38] (salicilatos, paraaminofenoles, 
pirazolidonas, derivados del ácido indolacético, derivados del ácido antranílico, 
derivados del ácido arilpropiónico y derivados del oxicam) dependiendo de su 
estructura de manera que les confiere también diferentes propiedades 
farmacocinéticas y farmacodinámicas. La acción principal de los AINEs es la 
inhibición del sistema nervioso central entre otras. Estas sustancias pueden ser 
administradas por vía oral o parenteral. El ácido tolfenámico, carprofeno, 
diclofenaco, firocoxib, flunixin, metamizol y vedaprofeno tienen LMR 
establecidos en el Reglamento 37/2010/CE. En el caso de la fenilbutazona, 
oxifenilbutazona, ácido mefenámico y naproxeno su uso no está permitido en 
animales destinados a la producción de alimentos. 
 
Beta-agonistas 
Los  beta-agonistas son sustancias brocodialtadoras utilizadas en medicina 
humana y veterinaria en el tratamiento de enfermedades pulmonares y de partos 
prematuros, pero es su capacidad de incrementar la relación corporal musculo-
grasa lo que ha incrementado su popularidad en la producción pecuaria siendo 
utilizado de manera ilegal para la obtención de carnes magras. Los efectos 
colaterales de la intoxicación en humanos pueden incluir agresión, agitación, 
incremento de la presión sanguínea, debilidad y nauseas, o incluso, calambres y 
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temblores. La Unión Europea (UE) permite su uso para el tratamiento 
terapéutico de enfermedades respiratorias (clembuterol), sin embargo el uso de 
beta-agonistas como agentes promotores del crecimiento en ganado está 
totalmente prohibido.   En el Reglamento 37/2010 se establecen los Límites 
Máximos de Residuo (LMR) para clembuterol para diferentes combinaciones 
especie/matriz (Tabla 2).  
 
Antibióticos 
Algunos tipos de quinoxalinas como la quindoxina se utilizaron durante años 
como promotores del crecimiento hasta que posteriormente se descubrieron sus 
propiedades fotoalergénicas [39]. En los años 70, tres quinoxalinas sintéticas, 
carbadox, cyadox y olaquindox se utilizaron en la ganadería para la prevención y 
tratamiento de diversas enfermedades como la disentería porcina entre otras. 
Ilícitamente se utilizaron también como agentes promotores del crecimiento 
para aumentar la productividad. El uso de estos medicamentos se hizo extensivo 
gracias a la rápida adsorción oral y consecuentemente la fácil administración 
como aditivos en piensos [40].  
La virginiamicina ha sido utilizada como aditivo en piensos hasta su prohibición 
como promotor del crecimiento y como agente preventivo-terapéutico en aves, 
becerros y cerdos, mejora la conversión alimenticia, la ganancia de peso, la 
pigmentación y la condición general en situaciones adversas. Sin embargo, la 
aparición de resistencias bacterianas a este medicamento debido a su similitud 
con otro antibiótico usado en humanos (vancomicina) provocó su total 
prohibición en la UE [41].  
La dapsona se ha utilizado en veterinaria para el tratamiento de la mastitis 
bovina, la coccidiosis bovina y el tratamiento intrauterino de endometriosis 
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[42]. Tiene una moderada actividad antimicrobiana, puede producir la 
degeneración del hígado y es cancerígeno [43]. Por estos motivos está incluida 
en el cuadro 2 del Reglamento 37/2010. 
Anfenicoles 
El cloranfenicol se ha utilizado durante más de 60 años en tratamiento 
terapéutico debido a su actividad antibiótica de amplio espectro  contra 
variedad de patógenos. Sin embargo, en 1994 se clasificó como medicamento 
de riesgo para la salud y consecuentemente desde entonces se ha prohibido su 
uso en la producción ganadera [44]. Se encuentra clasificado en el cuadro 2 del 
Reglamento 37/2010 de sustancias prohibidas.  
Tianfenicol y florfenicol se utilizan actualmente en ganadería como sustitutos 
del cloranfenicol [30]. El tianfenicol es un derivado semi-sintético del 
cloranfenicol y es menos lipofílico, de manera  atraviesa las membranas con más 
dificultad. Por este motivo, el floranfenicol con propiedades más parecidas al 
cloranfenicol se está utilizando actualmente de manera más extensiva [45]. Estos 
dos anfenicoles están permitidos en la Unión Europea ya que, a diferencia del 
cloranfenicol, no provocan anemia aplástica por lo que constituyen un riesgo 
menor para la salud.  
El residuo marcador del floranfenicol es la florfenicol amina. Este metabolito es 
biológicamente inactivo y se elimina más lentamente que el florfenicol [46]. 
Florfenicol (como suma de florfenicol amina y florfenicol) y tianfenicol están 
legislados con LMR’s que varían según la especie y la matriz (Tabla 2). 
1.1.2. Toxinas naturales: micotoxinas y fitotoxinas 
Las micotoxinas y fitotoxinas son metabolitos secundarios de algunos hongos y 
plantas [47] . Son compuestos químicos de naturaleza orgánica , bajo peso 
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molecular y gran estabilidad frente a pH y temperatura. La contaminación de 
alimentos y piensos con micotoxinas es hoy en día un problema mundial por la 
gravedad de los efectos que tiene ya sean directos (pérdidas económicas 
relacionadas con la disminución de la producción) o indirectos (presencia de 
micotoxinas en tejidos animales). Por todo esto la EFSA ha identificado el 
riesgo por micotoxinas como “riesgo emergente potencial” [48]. La estrategia a 
seguir para abordar este problema tan complejo en producción agropecuaria es 
una estrategia preventiva para intentar conseguir un nivel de contaminación tan 
bajo como sea posible (estrategia ALARA, as low as is reasonably achievable) 
[49].  
Muchos hongos son capaces de producir la misma micotoxina, pero a su vez un 
solo hongo también es capaz de producir más de una toxina. Esto se traduce en 
que a menudo un mismo alimento esta contaminado con más de una toxina. 
Las micotoxinas contaminan cereales y vegetales durante el cultivo y/o 
almacenamiento, se producen en determinadas condiciones ambientales que 
estresan al hongo o a la planta (CO2, O2, concentración de minerales, 
temperatura, actividad de agua, pH, etc.) [50]. Actualmente la clasificación más 












































   

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Aflatoxinas y ocratoxinas  
Las cuatro aflatoxinas principales son la aflatoxina B1, aflatoxina B2, aflatoxina 
G1 y aflatoxina G2. Las primeras se denominan B porque tienen   fluorescencia 
azul (blue) frente a la luz UV y las segundas G por su fluorescencia verde 
(Green). Las B1 y B2 difieren en un doble enlace igual que entre la G1 y G2.  
En bovinos las aflatoxinas B1 y B2  pueden ser metabolizadas en las aflatoxinas 
M1 y M2 respectivamente. Las aflatoxinas son tóxicos hepáticos. De entre ellas 
el mayor grado de toxicidad corresponde a la aflatoxina B1[59].   
La ocratoxina de más interés dentro de este grupo de micotoxinas debido a su 
elevado carácter tóxico es la Ocratoxina A (OTA). La OTA es una micotoxina 
muy estable, poco soluble en agua y estructuralmente tiene la peculiaridad de 
contener un átomo de cloro. Existen dos tipos más de ocratoxinas productos de 
la hidrólisis de la OTA, la ocratoxina B (OTB) y la ocratoxina C, ambas con 
escaso potencial tóxico [60]. 
 
Fumonisinas, Tricotecenos y Zearalenona 
Estos tres grupos de micotoxinas son producidas por mohos del género 
Fusarium. La fumonisina más tóxica es la B1 y es frecuente su presencia en 
maíz. De entre los tricotecenos la más importante y frecuente es el DON, 
también conocido como “vomitoxina”, aunque la intoxicación en humanos es 
relativamente poco frecuente. Las estimaciones de la ingesta han indicado que la 
presencia de toxinas T-2 y HT-2 puede ser preocupante para la Salud Pública. 
Por lo tanto, se ha considerado necesario y altamente prioritario diseñar un 
método fiable y sensible, recoger más datos sobre su presencia y estudiar e 
investigar más los factores que influyen en la aparición de toxinas T-2 y HT-2 
en los cereales y los productos a base de cereales, en particular en la avena y los 
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productos a base de avena. En base a esta necesidad la Recomendación 
2013/165/EC [53] sobre la presencia de las toxinas T-2 y HT-2 en los cereales 
y los productos a base de cereales insta a la recogida de más datos de estas 
toxinas en los cereales y los productos a base de cereales. Estos resultados se 
utilizarán para evaluar los cambios y las tendencias en la exposición humana a 
las toxinas T-2 y HT-2. 
La zearalenona (ZEA) tiene estructura de lactona, sin embargo, pertenece al 
grupo de las micotoxinas con actividad estrogénica a pesar de su escasa 
semejanza estructural aparente con los estrógenos fisiológicos. La estructura 
tridimensional del anillo de lactona sitúa un grupo -OH en una posición tal que 
puede interactuar con los receptores de estrógenos [61].	La producción de estas 
toxinas tiene lugar principalmente antes de la cosecha, pero también puede que 
se produzcan después de la cosecha si el cultivo no se procesa y se seca 
adecuadamente [62]. Los derivados de ZEA (α-zearalenol (α-ZEA), β-zearalenol 
(β-ZEA), α-zearalanol (α-ZAL), β-zearalanol (β-ZAL), zearalanona (ZAN)) 
también son producidas por los hongos y contaminan cultivos como tallos de 
maíz y arroz [63] 
Alcaloides del ergot 
También denominados alcaloides del cornezuelo del centeno, son micotoxinas 
naturales derivadas del triptófano. El término cornezuelo se refiere a estructuras 
fúngicas del género Claviceps que se desarrollan en las espigas de los cereales, en 
lugar del grano, y en las espigas de las gramíneas, en lugar de las semillas, y que 
se aprecian a simple vista como grandes esclerocios oscuros [64]. Estos 
esclerocios contienen distintas clases de alcaloides,  los más importantes son 
ergometrina, ergotamina, ergocristina, ergosina, ergocryptina (mezcla de 
isómeros α y β), ergocornina y los epímeros –inina. La proporción en que se 
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encuentran los distintos tipos de alcaloides, así como el contenido total de 
alcaloides es variable dependiendo de la cepa fúngica, la planta hospedadora y la 
zona geográfica. El Claviceps purpurea es el principal hongo que produce estas 
micotoxinas. Parasita principalmente al centeno, al triticale, al trigo y la cebada, 
pero también al arroz, al maíz, al sorgo, a la avena y al mijo [65] 
No está legislada la presencia de los alcaloides de ergot como tales sino como 
presencia de esclerocio [55]. Siguiendo la recomendación de la Agencia Europea 
de Seguridad Alimentaria (EFSA) [66] sobre la necesidad de regular la presencia 
de estos alcaloides, aparece la Recomendación de la Comisión 2012/154/EU 
por la que se debe monitorizar la presencia de alcaloides del ergot en piensos y 
alimentos [56].  
Alcaloides Pirrolizidínicos  
Son metabolitos secundarios de plantas con un heterociclo pirrolizidínico, con 
un grupo metilo y un sustituyente hidroxilo (necina). Existen cuatro necinas 
base: platinecina, retronecina, heliotridina y otonecina. Hasta el momento hay 
identificados más de 350 compuestos [67]. 
Los alcaloides pirrolizidínicos no son tóxicos como tales sino a través de sus 
productos metabólicos, los pirroles. La exposición a estas sustancias puede 
deberse  al consumo de granos y cereales contaminados así como al consumo de 
productos medicinales de herboristería, infusiones, mieles o al consumo de 
hojas para ensaladas [57].  Al igual que ocurre con los alcaloides del ergot, hasta 
la fecha no existe regulación relativa a los alcaloides pirrolizidínicos como tales 
en alimentos y piensos aunque la EFSA [57] recomienda su monitorización 




Dentro de este grupo de sustancias, los alcaloides  más comunes son: 
acetilerucifolina, erucifolina, integerrimina, jacobina, jacolina, jaconina, 
jacozina, retrorsina, senecionina, senkirkina, seneciphyllina, heliotrina, 
europina, fulvina, monocrotalina y retusamina entre otras. 
Alcaloides del tropano  
Los alcaloides del tropano son metabolitos secundarios naturales que pueden 
aparecer en plantas de algunas familias incluidas Brassicaceae o Solanaceae. Este 
grupo de alcaloides lo forman más de 200 compuestos de los cuales una gran 
parte de ellos pueden presentarse en la familia de las Solanaceae. Dentro de esta 
familia, las especies del genero Datura, son las más conocidas por su alto 
contenido en alcaloides tropánicos. La exposición a estos alcaloides puede 
provenir de contaminación en semillas de lino y de lino [68]. Los alcaloides 
tropánicos más comunes son la atropina y la escopolamina y su presencia en 
alimentos no está legislada. En piensos está legislado el contenido de Datura spp 
[55]. Recientemente se ha publicado una recomendación sobre la 
monitorización de estos alcaloides en la que también se detallan los límites de 
cuantificación mínimos para estas sustancias en alimentos [58]. Las micotoxinas 
y fitotoxinas estudiadas en la presente Tesis Doctoral se muestran en las Figuras 







































Figura 5 (continuación). Estructura de las micotoxinas estudiadas. 
 
	
Figura 6. Estructura de las fitotoxinas estudiadas. 
	












Monocrotalina Senecionina Senkirkina Retrorsina 




El rendimiento y calidad de las cosechas puede verse reducido enormemente 
por las enfermedades de los vegetales, las plagas y las malas hierbas. Los 
pesticidas (plant protection products) son un modo efectivo para garantizar la 
protección de las cosechas antes y después de la recolección [69]. Sin embargo, 
y sin pretender minimizar los beneficios económicos que el uso ordenado y 
racional de plaguicidas tiene en el ámbito de la producción agrícola, es evidente 
que el uso masivo de estas sustancias activas puede ocasionar impactos adversos 
sobre el medio ambiente y la salud humana ya que un elevado porcentaje de los 
plaguicidas aplicados se deposita en suelo, agua y atmósfera [70]. Respecto a los 
riesgos para la salud, éstos derivan de la exposición de la población general a los 
plaguicidas a través, principalmente, de los alimentos, el agua y el aire (y 
obviamente de la mayor o menor toxicidad de las sustancias). La exposición 
crónica a pesticidas esta ligada a un amplio grupo de problemas médicos tales 
como el cáncer, efectos neurotóxicos, daños reproductivos y disrupción 
endocrina [71]. La UE a través de la Directiva 2009/128/CE [72] establece un 
marco de actuación comunitaria para conseguir un uso sostenible de los 
plaguicidas. Las medidas propuestas se refieren especialmente al refuerzo de la 
vigilancia, a la formación y la información de los usuarios, así como a las 
medidas específicas de utilización de dichas sustancias. 
El uso intensivo de los plaguicidas puede producir contaminación tanto en 
zonas expuestas como remotas, no sólo en agua o en suelo, sino también en la 
atmósfera. Los pesticidas están presentes en la atmósfera como resultado de 
emisiones directas e indirectas y presentan efectos adversos sobre la salud. 
Durante la aplicación de plaguicidas en agricultura de la dosis destinada a la 
zona objeto de aplicación, una fracción se puede depositar en zonas que no son 
objetivo y otra fracción se puede liberar a la atmósfera. Estas emisiones a la 
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atmósfera pueden llegar a ser del 20 o 30% [73]. Por otro lado, las emisiones 
posteriores a la aplicación de plaguicidas que involucran volatilización desde el 
suelo y las plantas y la erosión del viento de partículas del suelo que contienen 
pesticidas representan la entrada de pesticidas más significativa en la troposfera 
incluso durante varios días o semanas después de su aplicación [74]. 
La población, incluyendo grupos de elevado riesgo como embarazadas y niños, 
está expuesta a los plaguicidas principalmente a través de los alimentos pero 
también a través del aire. La biomonitorización (medida de contaminantes y sus 
metabolitos en fluidos biológicos) es una herramienta eficaz para evaluar la 
exposición de una población a los contaminantes ambientales que integra las 
diversas vías de exposición (aire, agua, alimentos) [8]. En ese sentido además de 
ser una metodología de evaluación del riesgo en sí misma, es una forma de 
validar las exposiciones medidas de manera clásica (mediante el monitorización 
del agua, aire y alimentos).  
Los plaguicidas se clasifican en función de algunas de sus características 
principales como son la toxicidad, la vida media, la estructura química y su uso. 
Según su toxicidad, la Organización Mundial de la Salud (OMS) tiene 
establecida una clasificación basada en su peligrosidad o grado de toxicidad 
aguda [75]. En cuanto a la vida media se pueden clasificar en persistentes, 
moderadamente persistentes y no persistentes. Dependiendo de su uso se 
clasifican en insecticidas, acaricidas, rodenticidas, fungicidas, nematicidas, 
bactericidas, herbicidas, desinfectantes de suelo, etc. Estructuralmente se 
dividen en organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, 
sulfoorgánicos, derivados del estaño, benzoilureas, ditiocarbámicos, 




Los organoclorados (OC) son hidrocarburos clorados, lo que les confiere una 
gran estabilidad física y química y son insolubles en agua [75, 77]. Todas estas 
características favorecen su persistencia en el medioambiente y su baja 
biodegradabilidad. Los plaguicidas organofosforados (OP) son ésteres, amidas o 
tioles derivados de los  ácidos fosfórico, fosfónico o fosfortoico. Son más 
solubles en agua que los OC y se descomponen con mayor facilidad por 
oxidación e hidrólisis. Son, por tanto, menos persistentes y poco acumulables 
en el organismo humano [75, 77]. Otro grupo de plaguicidas, los carbamatos, 
principalmente se usan como insecticidas, fungicidas o herbicidas dependiendo 
de su estructura. Son sustancias poco estables y su degradación es relativamente 
rápida. Los piretroides son piretrinas sintéticas que aparecieron por primera vez 
en los años 50. Metabolizan rápidamente por oxidación, hidrólisis o 
conjugación, no  tienen tendencia a acumularse en los tejidos y  se degradan 
rápidamente en el ambiente [75]. En la Tabla 4 se detallan algunos de los 
plaguicidas estudiados en esta Tesis Doctoral tanto en el aire ambiente como en 
orina humana (plaguicidas y metabolitos). 
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Tabla 4. Plaguicidas estudiados en aire y orina humana 
 
 
CLASE AIRE ORINA HUMANA  (Plaguicidas y metabolitos)  















Omethoate, Acephate, Methamidophos, 
Malathion dicarboxilic acid, Diethyl phosphate, 
Diethyl thiophosphate, Diethyl dithiophosphate, 




































Diuron, Metalaxyl, Tebufenpyrad, 
Pyrimethanyl, Fluazifop, 
Azoxystrobin, Fenhexamid, 




 Metodología analítica 1.2.
La mayoría de las metodologías analíticas para el análisis de residuos y 
contaminantes en matrices ambientales, alimentarias y biológicas contienen tres 
etapas: la preparación de la muestra, la separación cromatográfica y la detección 
instrumental.  
 
1.2.1. Evolución instrumental 
En las últimas décadas, la determinación de contaminantes a nivel de trazas 
tanto en alimentos como en muestras ambientales y biológicas ha cambiado 
considerablemente, pasando del uso de la cromatografía de gases (GC) o líquida 
(LC) con detectores no selectivos (GC-ECD, GC-FID, LC-FL o LC-UV) a la 
selectividad y la sensibilidad que proporciona la espectrometría de masas (MS) 
[78]. La aplicación de MS en combinación con GC o LC han sido las técnicas 
utilizadas por excelencia en la última década para el análisis de contaminantes. 
Con el avance de la tecnología, la LC-MS ha ido sustituyendo poco a poco a la 
CG para el análisis de compuestos menos volátiles, termolábiles o de polaridad 
moderada o alta. Así, en el campo de análisis de residuos de contaminantes en 
muestras ambientales, alimentarias y biológicas la cromatografía líquida 
acoplada a detectores de masa ha evolucionado de manera extraordinaria en los 
últimos 15 años, siendo la más utilizada en este tipo de análisis [79-81]. Este 
avance queda patente en la Figura 7 en la que se muestran el  número de 
publicaciones por año desde el año 2000 hasta 2014 introduciendo en  la base 
de datos Scopus [82] las palabras clave mass spectrometry AND liquid 





Figura 7. Evolución del número de publicaciones científicas sobre análisis de 
residuos mediante LC-MS. 
Cromatografía líquida 
 
La cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) desde su nacimiento en los 
años 70 hasta hoy en día ha sido extensamente utilizada para la separación 
cromatográfica de numerosos compuestos en seguridad alimentaria, 
medioambiente, industria farmacéutica y clínica entre otros. En HPLC, la 
columna cromatográfica y más concretamente su longitud y tamaño de 
partícula juegan un papel determinante en la eficiencia de la separación. El 
tamaño de partícula utilizado en columnas de HPLC ha sido tradicionalmente 
de 5 µm de diámetro. A medida que se disminuye el tamaño de partícula se 
aumenta la presión en columna y se aumenta la eficiencia de la columna [83]. 




















mejores resoluciones de pico y más alta selectividad disminuyendo el tamaño de 
partícula a niveles de sub -2µm, lo que actualmente se denomina cromatografía 
de ultra-alta resolución (UHPLC). La Figura 8 muestra la representación de la 
ecuación de Van Deemter dependiendo del tamaño de partícula. Según ésta 
ecuación se puede predecir la velocidad de flujo óptimo para la cual la 
resolución de la columna es máxima.  
 
 
Figura 8. Representación  de la ecuación de Van Deemter  donde, H: altura del 
plato; u: velocidad de flujo.  
 
Según esta ecuación, se pueden conseguir mejores resoluciones disminuyendo el 
tamaño de partícula, incluso con flujos elevados de fase móvil. Este tipo de 
columnas de tamaño tan reducido de partícula, permite trabajar a flujos altos 
(para acortar los tiempos de análisis) sin pérdida de resolución, lo que obliga a 
la fabricación de equipos capaces de soportar las presiones del rango de 20000 
psi que se generan, inyectores más rápidos y detectores de adecuada velocidad 
de adquisición. En definitiva, la UHPLC ha permitido un aumento de 
resolución con una disminución de los tiempos de análisis haciendo más 
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ventajoso su uso traduciéndose en un mayor desarrollo de los métodos 
multianalito pertenecientes a diferentes familias [84, 85].  
 
Espectrometría de masas 
 
Los espectrómetros de masas (MS) son analizadores que determinan la relación 
de masa a carga (m/z) y la abundancia de los iones en fase gaseosa. Estos 
analizadores, pueden detectar sólo los iones y por lo tanto las moléculas deben 
ser ionizadas en una fuente de iones antes de que puedan ser separadas y 
detectadas. Existen diferentes técnicas que permiten llevar a cabo esta 
ionización. Entre las más importantes utilizadas en cromatografía líquida 
destacan la  ionización química a presión atmosférica (APCI), fotoionización a 
presión atmosférica (APPI) y la ionización con electrospray (ESI) siendo esta 
última la más utilizada en la mayoría de las aplicaciones [86]. Los iones 
generados en esta interfase se introducen en el analizador. El espectrómetros de 
masas más ampliamente utilizado es el tándem de triple cuadrupolo (QqQ-MS) 
debido a la sensibilidad y selectividad que aporta la espectrometría de masas en 
tándem. 
Lo tiempos de adquisición entre transiciones (MRM) de la primera generación 
de QqQ-MS eran relativamente largos (> 100 ms) [87]. Este tiempo de 
adquisición en combinación con la baja resolución del sistema de LC limitaba el 
número de compuestos que podrían ser detectados en una única inyección. En 
la última década, la velocidad de adquisición de estos equipos es mayor lo que 
ha facilitado el desarrollo de la UHPLC-MS/MS  con la detección de un mayor 
número de compuestos gracias a esta combinación [88] 
Sin embargo, la mayor revolución en análisis instrumental en la última década 
ha sido sin duda alguna, la cromatografía líquida acoplada a espectrometría de 
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masas de alta resolución (LC-HRMS) debido fundamentalmente a la aparición 
de nuevos equipos más asequibles para los laboratorios como los analizadores de 
tiempo de vuelo  (TOF) o el Orbitrap. 
La capacidad de adquisición en un amplio rango de masas en barrido completo, 
resolución alta (≥ 20000 FWHM), exactitud de masa y sensibilidad son las 
principales ventajas que ofrece la HRMS frente a la espectrometría de masas en 
tándem (MS/MS) [89-91]. Los espectrómetros de masas más utilizados en alta 
resolución son de resonancia iónica ciclotrónica por transformada de Fourier 
(FT-ICR), tiempo de vuelo (TOF) y  Orbitrap, siendo estos dos últimos los 
más populares debido a su disponibilidad  comercial y precio moderado. En la 
Tabla 5 se muestran las características principales de los diferentes modelos de 
TOF y Orbitrap disponibles comercialmente. 
En la presente Tesis Doctoral se ha utilizado el Orbitrap como analizador. El 
equipo utilizado en todos las aplicaciones desarrolladas ha sido el ExactiveTM de 
ThermoScientific. A continuación se detalla el funcionamiento y características 


























































































   






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































1.2.2. Características del espectrómetro de alta resolución 
Orbitrap-Exactive 
El equipo HR-Orbitrap-MS (Exactive) utilizado en esta Tesis está compuesto 
por varia partes (Figura 9). Básicamente la fuente de iones, la óptica, el C-Trap 
y el analizador de masas Orbitrap 
 
Figura 9: Esquema del equipo Exactive. 
Tras la separación cromatográfica en el UHPLC, los iones se generan en la fase 
líquida a través de ionización mediante electrospray (ESI) o en la fase gaseosa 
mediante ionización química a presión atmosférica (APCI). Una vez ionizados 
una serie de lentes y multipolos (ion optics) canalizan los iones hacia el C-trap 
donde quedan retenidos hasta la entrada por grupos de iones en el Orbitrap. Si 
se requiere fragmentación los iones entran en la celda de colisión HCD (Higher 
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Energy Colision Induced Dissociation) para ser fragmentados mediante aplicación 
de un determinado voltaje. Los fragmentos procedentes de la celda pasan 
entonces al C-Trap. Desde el C-Trap, los iones se mueven mediante 
movimiento de traslación y rotación alrededor del eje central del analizador de 
manera que la frecuencia de estas oscilaciones armónicas es inversamente 
proporcional a la raíz cuadrada de la m/z del ion. De esta manera, conociendo 
la frecuencia de oscilación, a través de la transformada de Fourier, se puede 
determinar el valor de m/z [92]. 
Fuente de iones 
La interfase entre el UHPLC y el espectrómetro de masas es la fuente de 
ionización o electronebulizador. La fuente de iones utilizada en este equipo ha 
sido la ionización por electrospray con calefacción (HESI-II). 
El flujo de muestra tiene un voltaje aplicado de potencial positivo o negativo de 
entre 3 a 5 kV. El primer paso es la formación de gotas en el extremo de la 
aguja. El alto voltaje provoca que las cargas migren hacia la superficie 
formándose  el Taylor cone. La densidad de la carga eléctrica en la superficie de 
las gotas aumenta cuando el disolvente se evapora. En la ionización por 
electrospray calentado la adición de gas calentado auxiliar contribuye a la 
evaporación del disolvente.  
La densidad de la carga eléctrica en la superficie de las gotas aumenta hasta un 
punto crítico conocido como límite de estabilidad de Rayleigh. En este punto 
crítico, las gotas se dividen en gotas menores porque la repulsión electrostática 
es mayor que la tensión de la superficie. El proceso se repite muchas veces para 
formar gotas diminutas. La repulsión electrostática expulsa los iones de la 
muestra a partir de las gotas diminutas, altamente cargadas en la fase de gas.  
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Finalmente, los iones entran en el espectrómetro a través del tubo de 
transferencia. Este tipo de fuentes además tiene la capacidad de poder trabajar 
tanto en modo negativo como positivo de manera simultánea. 
Óptica  
La óptica del espectrómetro de masas está compuesta básicamente por dos 
elementos principales el API stack y los ion optics. Éstos están dispuestos de 
forma que se dirigen los iones hacia el analizador de masas.  
El API stack está formado por el tubo de transferencia de iones las lentes y el 
skimmer. Los iones entran en el tubo de transferencia a través de la región a 
presión atmosférica (103  mbar) de la fuente y son transportados hasta la región 
lentes-skimmer (1,5 mbar) mediante un gradiente de presión decreciente. Las 
lentes restringen la expansión de los iones a la salida del tubo donde se aplica un 
potencial para focalizar los iones hacia la apertura del skimmer. 
El skimmer funciona como deflector de vacío entre la región de lentes-skimmer 
de alta presión y la región de lentes de radiofrecuencia (RF lens). Las RF lens 
controlan la entrada de los iones hacia la zona ion optics de alto vacío. 
Dependiendo del voltaje aplicado en ellas, el haz de iones puede entrar en 
directamente en el espectrómetro o ser repelido durante el proceso de Automatic 
Gain Control (AGC), que controla la población de iones que entra en la C-trap 
en un periodo de tiempo determinado. Si entran pocos iones, la sensibilidad es 
baja; sin embargo, si entran demasiados iones, aumenta la densidad de carga y 
se producen repulsiones electrostáticas que disminuyen la exactitud de masas 
del análisis Post-interface signal suppression[93].  
El AGC puede establecerse en tres opciones. En la opción Ultimate Mass 
Accuracy se permite la entrada de un máximo de 5x105 iones en el C-Trap. En 
ésta la densidad de iones es la menor posible para asegurar que no existan 
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repulsiones electrostáticas. En la opción balanced, se produce la entrada de 
1x106 iones,  pueden existir repulsiones electrostáticas al permitir la entrada de 
un número mayor de iones de manera que la reproducibilidad y precisión 
aumentan. Por último con la opción High Dinamic Range entran en el C-Trap 
3x106 iones.  
El C-Trap es un cuadrupolo de RF en forma de C y que contiene N2,. 
Básicamente es una trampa de iones curvada cuya misión es introducir los iones 
en paquetes al analizador de masas. En C-Trap los iones se almacenan y 
colisionan antes de la inyección en el Orbitrap. Con este dispositivo, los iones 
se pulsan en el punto central del arco C-Trap que coincide con la entrada del 
Orbitrap. Los iones son capturados en el Orbitrap aumentando rápidamente el 
campo eléctrico y la detección de la corriente de imagen a partir de los paquetes 
de iones tiene lugar después de que las tensiones se hayan estabilizado [94]. 
 
Analizador Orbitrap 
El Orbitrap fue desarrollado y patentado por Makarov a finales de los años 90 
[92, 95]. Consiste en un electrodo exterior con forma de barril y un electrodo 
interior coaxial con forma de huso que forma un campo electrostático con 
distribución potencial cuadro-logarítmica.  
El proceso de medida se realiza de la siguiente forma: desde el C-Trap, los iones 
viajan al analizador y ya en él, las trayectorias de iones estables con rotación 
alrededor de un electrodo central axial se combinan con oscilaciones armónicas 
entorno a éste. La frecuencia ω de estas oscilaciones armónicas a lo largo del eje 
z depende solamente de la relación m/z del ion y de la constante instrumental k 
y es independiente de la energía del ángulo y de la posición inicial del ión:  
Introducción 
	 61	
𝜔! = 𝑘𝑚/𝑧  
A continuación el analizador (Figura 10) relaciona la frecuencia del movimiento 
oscilante en torno al electrodo axial con la relación m/z de los mismos mediante 
la Transformada de Fourier Rápida (FFT). Los iones que llegan al detector 
producen una señal eléctrica que es procesada, amplificada y enviada a un 
ordenador, obteniendo así el correspondiente espectro de masas. La aplicación a 
esta señal de la trasformada de Fourier. método matemático que permite separar 
los componentes de una señal periódica compleja, permite determinar la 
frecuencia derivada de cada uno de los iones y obtener el espectro de masas 
[95]. En la práctica, la señal registrada es una señal compleja o interferograma 
formada por la combinación de las señales senoidales de distintas frecuencias 
(m/z) e intensidades (abundancia) de cada uno de los iones.  
 
Figura 10. Trayectoria de los iones en el analizador Orbitrap. 
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1.2.3. Estrategias analíticas 
El análisis de contaminantes en muestras alimentarias, ambientales y biológicas 
tradicionalmente se ha llevado a cabo mediante la determinación de un 
compuesto específico o conjunto definido de compuestos, es decir, mediante  el 
análisis dirigido de compuestos de los que se dispone de estándares para la 
confirmación completa de los analitos (tiempo de retención, fragmentos, etc.) y 
cuantificación. En este tipo de análisis son determinadas sustancias conocidas y 
el método de análisis únicamente está desarrollado y optimizado para los 
compuestos seleccionados. La técnica instrumental más utilizada para esta 
estrategia es la cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas en 
tándem (LC-MS/MS) mediante el uso de espectrómetros de triple cuadrupolo 
(QqQ). De este tipo de enfoque analítico cabe destacar la sensibilidad de estos 
equipos. Con ellos los limites de detección pueden llegar a ser muy bajos. Sin 
embargo, en el caso de que la monitorización se realice para un elevado numero 
de sustancias esta sensibilidad se ve reducida cuanto más compuestos se 
pretendan analizar. Además, su uso en modo selected reaction monitoring (SRM) 
tiene ciertas limitaciones como el número limitado de compuestos por análisis, 
no existe posibilidad de análisis retrospectivo para la investigación de 
compuestos que no estuvieran predefinidos, dependencia de la disponibilidad 
de estándares y la incapacidad para la búsqueda e investigación de sustancias 
desconocidas [96]. 
Además, la selectividad que presentan es a menudo insuficiente para el análisis 
de trazas en matrices complejas. Otras de las limitaciones inherentes a la 
adquisición dirigida con espectrometría de masas de tripe cuadrupolo es el 
elevado tiempo y gasto económico que supone la realización de diferentes 
técnicas analíticas sobre una misma muestra. El análisis dirigido es hasta ahora 
la estrategia más utilizada en el análisis de trazas de contaminantes. El problema 
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es que la lista de compuestos diana se queda obsoleta rápidamente quedando así 
mermada la efectividad del análisis [97]. Este tipo de estrategia necesita ser 
complementada con otras que permitan la continua identificación de riesgos 
emergentes mediante detección de la presencia de otros compuestos peligrosos 
presentes en la muestra y que no han sido monitorizados a priori [98]. 
Teniendo en cuenta todos estos factores la tendencia actual en el análisis de 
residuos es la utilización de técnicas integrales de análisis, combinando análisis 
dirigido (target) con el no dirigido (non-target). Mediante el análisis no dirigido, 
todo m/z dentro del rango de masas definido se registra durante todo el análisis, 
es decir, se guardan los datos del espectro completo. Es evidente que con los 
métodos no non-target no es posible identificar todos los compuestos presentes 
en la muestra. Esto es debido a la naturaleza inherente del procedimiento 
analítico, como la técnica elegida para la preparación de muestras, fase móvil, 
proceso de ionización etc.. La característica principal en non-target es que el 
conjunto de datos del espectro completo permite el análisis retrospectivo de la 
muestra incluso años después de la adquisición de datos. Hoy en día los únicos 
equipos capaces de cumplir esta función son los espectrómetros de masas de alta 
resolución. La cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas de alta 
resolución (HRMS) supera las limitaciones de análisis de espectrometría de 
masas en tándem. Por esta razón en la última década se ha convertido en una 
alternativa de éxito no sólo para el análisis de riesgos emergentes en seguridad 
alimentaria [99, 100] o ambiental [101], sino también en otros campos como la 
metabolómica [102]. El uso de HRMS se debe principalmente a las ventajas de 
utilizar el modo de adquisición de barrido completo con alta sensibilidad, 
combinada con una alta capacidad de resolución (> 20.000 FWHM) y 
medición de la masa exacta (< 5 ppm). Actualmente, HRMS se puede lograr 
mediante el uso de espectrómetros de masas de tiempo de vuelo (TOF) o a 
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través de la tecnología Orbitrap, la cual permite combinar target y non-target 
análisis [103-105]. En la Figura 11 se muestra la estrategia integral de análisis a 
seguir con las diferentes fases que la componen: preparación genérica de la 





Figura 11. Estrategia integral de análisis. 
 
En esta estrategia global se persiguen dos tipos de análisis,  el análisis dirigido 
(target) y el no dirigido (non-target), según se trate de analitos conocidos o 
desconocidos como se detallan a continuación. Un esquema de estos análisis se 






Figura 12. Flujo de análisis según enfoque analítico. 
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Análisis dirigido (target / post-target) 
 
Como análisis dirigido se entiende aquel en el que el análisis se realiza 
conociendo las moléculas a investigar. Cabe distinguir entre dos tipos de análisis 
dentro de este grupo, análisis de target y análisis retrospectivo o post-target 
(Figura 12). El análisis  target es el análisis convencional. El método se optimiza 
y desarrolla en base a un listado de moléculas de las que se dispone de estándar 
y que se han caracterizado  durante el proceso de optimización. Para este tipo de 
análisis se puede realizar una confirmación completa y cuantificación mediante 
comparativa frente a sus correspondientes estándares, fundamentalmente con 
fragmentos y tiempos de retención [106].  
Para el análisis retrospectivo post-target se analizan los datos usualmente 
mediante comparación con bases de datos en las que figuran sustancias de las 
que se dispone cierta información como fórmula molecular, posibles 
fragmentos, estructura e isótopos entre otros. La fórmula molecular permite el 
cálculo de la masa exacta del ion esperado. Por ejemplo, si se trabaja en ESI, los 
iones predominantes serán [M+H]+ y [M-H]- o incluso aductos. En caso de  
hallazgos positivos, no se dispone o no existen comercialmente estándares para 
comparación espectral y de tiempo de retención con los que realizar la 
confirmación completa de la molécula. En este caso son moléculas pendientes 
de confirmación (suspect screening) mediante comparación con estándares o 
mediante otros métodos espectroscópicos que permitan la elucidación 







Análisis no dirigido (non-target) 
 
El objetivo del análisis no dirigido es la identificación de compuestos en 
muestras de las cuales su contenido molecular es desconocido. En contraste con 
el suspect screening el análisis se inicia sin ninguna información a priori sobre los 
compuestos a ser detectados. En la bibliografía existen varios enfoques 
dependiendo del número y orden de las etapas de evaluación [106, 108].  
En el enfoque más común [106]: (i) detección automática mediante software 
específico; (ii) asignación de fórmula elemental mediante reglas heurísticas de 
fórmulas moleculares haciendo uso de la masa exacta; y (iii) una búsqueda de 
base de datos de estructuras plausibles para la fórmula elemental determinada. 
Posterior a este paso se confirma el hallazgo y sólo hay dos formas posibles, 
mediante comparación con estándares o mediante técnicas espectroscópicas para 
la elucidación estructural por ejemplo con resonancia magnética nuclear 
(RMN).  
Por otro lado también existen otras herramientas como la estimación de los 
tiempos de retención por las propiedades físico-químicas o el uso de las 
bibliotecas de fragmentos de información de masas exactas  que probablemente 
mejoren  la elucidación de  estructuras [107]. Hay que tener en cuenta sin 
embargo, que una identificación inequívoca de los compuestos a nivel de traza 
en muestras complejas no es posible en la mayoría de los casos sin la aplicación 
de conocimientos adicionales, técnicas complementarias, o un patrón de 
referencia auténtico.  
Como una herramienta de evaluación rápida para posibles moléculas 
candidatas, LC-HRMS es ideal cuando se combina posteriormente con una 
poderosa técnica elucidación estructural como de RMN [109], aunque esto 
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requiere concentraciones suficientemente altas y, a menudo, un aislamiento del 
compuesto desconocido.  
 
Preparación genérica de la muestra 
 
La elección del procedimiento de preparación de la muestra depende del tipo de 
matriz a analizar y de los objetivos que se pretendan alcanzar. Tanto el análisis 
dirigido para la determinación de multianalito/multifamilia como 
fundamentalmente el análisis no dirigido requieren una preparación de la 
muestra genérica para posibilitar la extracción de compuestos con propiedades 
químico-físicas muy diferentes como el tamaño, acidez/alcalinidad, carga y 
polaridad, es decir, el método debe ser no selectivo. Además, debe ser capaz de 
extraer sustancias presentes en la muestra en concentraciones a nivel de trazas, 
presentar una buena reproducibilidad para poder realizar un tratamiento 
estadístico de los resultados, y por supuesto que el método sea compatible con 
LC-HRMS [110]. 
Entre los métodos de extracción genéricos más utilizados se encuentran la 
dilución e inyección y métodos basados en la extracción QuEChERS (Quick, 
Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe), dependiendo también del tipo de 
matriz (líquida o sólida).  
El método de dilución e inyección ha sido durante años muy utilizado en 
control antidopaje y en el campo de la clínica [111-113]. Recientes 
publicaciones en análisis de muestras alimentarias, ambientales [114] y 
metabolómica abordan este tipo de preparación [115, 116]. Una de las ventajas, 
además de la simple y rápida preparación de la muestra, es su baja selectividad 
lo que lo hace apropiado para el análisis multianalito. Sin embargo, inherente a 
este método es el elevado numero de interferencias que lo acompañan debido a 
la ausencia de clean-up, que por supuesto dependerán del grado de dilución 
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aplicado [117]. El enfoque dilución e inyección es un método de preparación 
de la muestra prometedor para la detección de residuos múltiples en muestras 
líquidas, especialmente cuando los niveles de concentración de analitos diana 
son relativamente altos y los componentes de la matriz no coeluyen o interfieren 
con la ionización de estos analitos [118]. Sin embargo, el amplio espectro que 
abarca la preparación conlleva un sacrificio en la sensibilidad. 
La extracción en fase sólida (SPE) se utiliza con frecuencia como técnica de 
clean-up en métodos multianalito [119]. En general se pueden distinguir tres 
tipos de SPE dependiendo del modo en que se carga y se extrae la muestra 
[120]. En SPE clásico el extracto se aplica en el cartucho para retener los 
analitos de interés, se lava el cartucho para eliminar interferencias y se eluyen los 
compuestos de interés. Otra modalidad es la carga y recogida directa del 
cartucho quedándose retenidas las interferencias y por último la extracción en 
fase sólida dispersiva. Esta última se utiliza también en una de las etapas del 
método QuEChERS y consiste en la adición de un material adsorbente al 
extracto crudo seguido de agitación, centrifugación y posterior aislamiento del 
adsorbente. La SPE es muy efectiva en métodos para la detección de 
compuestos diana con propiedades no muy diferentes. Sin embargo para 
métodos multianalito en los que las propiedades son muy diversas las opciones 
que proporciona este método son limitadas [121]. 
QuEChERS es una técnica de preparación desarrollada originalmente para la 
extracción de los pesticidas de las frutas y hortalizas [122]. Consta de dos 
etapas: una primera de extracción líquido-líquido con dos disolventes miscibles 
(agua y acetonitrilo) con altas concentraciones de sales tales como cloruro de 
sodio, sulfato de magnesio y agentes tampón (salting-out), y una segunda etapa 
de extracción en fase sólida dispersiva (dSPE) en la que una alícuota de la fase 
orgánica de la primera etapa se trata con diversos adsorbentes para eliminar los 
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interferentes de la matriz que pudieran dificultar el posterior análisis 
instrumental. Se ha aplicado ampliamente para la detección de diferentes clases 
de sustancias tanto polares como no polares [123, 124]. Es una técnica muy 
versátil, se puede aplicar tanto a muestras sólidas [125] como líquidas [126] y es 
fácilmente modificable para conseguir extracciones más rápidas y menos 
específicas, lo que la hace una de las técnicas de extracción genéricas más 
extendidas [127, 128]. 
 
En general, para una extracción genérica, como mínimo, se requerirá algún 
procesamiento de la muestra. Esto asegurará la vida media de las columnas más 
largas y un mayor tiempo entre el mantenimiento y limpieza del instrumental. 
Sin embargo, la incorporación de excesivas etapas de limpieza en el método, 
aunque reduce la supresión iónica, puede resultar en la eliminación de 
compuestos de interés de la muestra. Es por esto que la dilución final del 
extracto, aunque pueda parecer contradictorio, puede ser conveniente para 
reducir esta supresión sin la pérdida de estos compuestos [129].  
En última instancia, la preparación de la muestra elegida debe ser apropiada 
para el propósito tanto para la matriz a analizar como para el tipo de moléculas 
si se conoce. Obviamente, si los compuestos de interés no se extraen de la 




Otra de las fases que componen la estrategia integral de análisis corresponde al 
establecimiento de los parámetros cromatográficos y de detección adecuados a 
los objetivos perseguidos. Por un lado, el método cromatográfico debe ser capaz 
de cubrir la separación de diferentes clases de compuestos y además de separar 
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sustancias que coeluyen y que interfieren en el análisis. Para superar esta 
problemática la mejor opción es el uso combinado de ultra-alta resolución en 
cromatografía líquida y de alta resolución en la espectrometría de masas [130]. 
La implantación de diferentes métodos cromatográficos (diferentes columnas, 
cromatografía multidimensional, etc.) puede ser una de las estrategias para 
cubrir y separar el máximo numero de familias y de compuestos. El tiempo de 
retención (RT) se usa en la confirmación completa de compuestos en análisis 
dirigido pero también puede dar información (en non-target) relativa a la 
química del compuesto desconocido. Siendo capaces de predecir el  tiempo de 
retención se reduce el numero de posibles moléculas compatibles [107, 131].  
Respecto al método espectrométrico, según la bibliografía, una exactitud de 
masa < 3ppm y una exactitud en la relación isotópica relativa < 5% son las 
reglas básicas para una correcta generación de una masa molecular. Se entiende 
por exactitud de masa la diferencia (error) entre la masa medida o experimental 
y la masa calculada o teórica, normalmente expresada en partes por millón 
(ppm). Sin embargo la mayoría de analizadores de alta resolución TOF u 
Orbitrap tienen una exactitud de masa <5 ppm en la mayoría de los casos que, 
aunque puede ser suficiente, en matrices complejas puede generar problemas 
[132]. El uso de calibración interna, por ejemplo, ayuda a disminuir este error 
de exactitud de masa. Sin embargo, la exactitud de masa por sí sola no es 
garantía de generación de una correcta fórmula molecular.  En el caso de la 
exactitud en la relación isotópica relativa,  esta exactitud es mayor cuanto 
menor es la intensidad del ión. Por tanto establecer una señal mínima para este 
ión podría ser otra de las acciones a tomar para una mejor aproximación a la 
fórmula molecular.  
Otro de los parámetros importantes es el poder de resolución. Cuanto mayor es 
el poder de resolución mejores son las asignaciones de masa ya que las 
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interferencias disminuyen. Sin embargo, el aumento en el poder de resolución 
está relacionado con un aumento en los tiempos de adquisición. Por tanto, si se 
quiere adquirir simultáneamente en dos modos de adquisición deberá existir un 
compromiso entre la velocidad de adquisición y el poder de resolución.  En el 
caso de análisis dirigido, la exactitud de masa debe ser < 5ppm y el poder de 
resolución más común es 20000-50000 FWH. Sin embargo para búsqueda de 
desconocidos se puede requerir una mayor resolución [133]. 
 
 Procesamiento de datos y estudios posteriores 
 
Una vez realizada la adquisición, el procesamiento de los datos es una de las 
partes más importantes de la estrategia. Hay que tener en cuenta que en un solo 
archivo adquirido, los miles de compuestos que eluyen podrían estar presentes 
en él.  La identificación de todos los compuestos presentes en una muestra es 
casi imposible debido en parte a la cantidad de compuestos presentes y a las 
bases de datos insuficientes para los compuestos.  
El tratamiento quimiométrico de los datos puede incluir la aplicación de 
métodos estadísticos para clasificar muestras y a menudo se utiliza en 
metabolómica para entender mejor mecanismos bioquímicos, identificar 
biomarcadores, cuantificar metabolitos en distintos entornos y flujos biológicos, 
etc. [134]. La mayoría de los proveedores de instrumentos ofrecen herramientas 
de software quimiométricos para analizar sus propios formatos de datos, aunque 
los proveedores de paquetes de software neutrales como por ejemplo XCMS 
[135], MZMine [136] también están disponibles.  
La identificación de los compuestos en análisis dirigido ya se ha dicho que se 
realiza mediante comparación con estándares. Además, la creación de bases de 
datos con información acerca de fragmentos, fórmula molecular, etc., para el 
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análisis dirigido post-target es de vital importancia. Sin embargo, en el caso de 
análisis no dirigido, la identificación se realiza mediante combinación de bases 
de datos y de los espectros obtenidos de la adquisición con y sin fragmentación 
[137]. La mayoría de los software proporcionados por los fabricantes permiten 
la generación de varias fórmulas moleculares a partir de un m/z particular y su 
patrón isotópico. Esta base de datos es a menudo insuficiente porque no incluye 
datos de fragmentación. Existen otras bases de datos que sí incluyen esta 
información pudiendo generar posibles estructuras moleculares. En algunos 
campos de investigación es posible reducir la lista de posibles moléculas 
limitando el tipo de compuesto que se espera. Esto ocurre, por ejemplo, en 
algunos casos en el campo de la metabolómica. La búsqueda manual en bases de 
datos moleculares para las fórmulas moleculares individuales puede ser tedioso, 
especialmente si hay un gran número de compuestos que requieren 
identificación. El desarrollo de flujos de trabajo automatizados para la búsqueda 
de múltiples fórmulas moleculares en múltiples bases de datos con la capacidad 
añadida de refinar la lista de candidatos potenciales sería increíblemente útil en 
todos los campos. Sin embargo, si el compuesto en cuestión es realmente una 
sustancia desconocida, no va a estar presente en ninguna base de datos. Es en 
este caso, en el que la espectrometría de masas se convierte en particularmente 
útil en la predicción de estructuras químicas. 
En la presente Tesis Doctoral se explora el potencial de la cromatografía líquida 
acoplada a espectrometría de masas de alta resolución (Orbitrap) para la 
identificación de contaminantes en muestra alimentarias y ambientales. La 
tendencia actual del uso de LC-HRMS se ve reflejada en la Tabla 6 en la que se 






























































   





















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































   


























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































   











































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































   








































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































   

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































   







































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































   



















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































   

















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































   
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































II.   OBJETIVOS
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La presente Tesis Doctoral tiene como objetivo principal el desarrollo de nuevas 
metodologías analíticas basadas en la cromatografía líquida de ultra-alta 
resolución acoplada a la espectrometría de masas de alta resolución (UHPLC-
HRMS) para la determinación de contaminantes orgánicos en matrices de 
interés alimentario, biológico y ambiental para su utilización en el control de la 
cadena alimentaria (pienso y orina animal) y la evaluación de la exposición 
humana externa (aire) e interna (orina humana y leche materna).  
Este objetivo principal se compone a su vez de distintos objetivos específicos: 
ü Desarrollo de un método analítico de cribado para residuos de 
medicamentos veterinarios prohibidos en orina de bovino de animales de 
abasto. 
ü Identificación y cuantificación de micotoxinas y sus metabolitos en leche 
materna.  
ü Desarrollo de un método combinado de análisis cuantitativo y análisis 
retrospectivo de plaguicidas en aire ambiente. 
ü Diseño de un estrategia analítica para la determinación cuantitativa de 
biomarcadores de exposición a plaguicidas en orina. 
ü Determinación cuantitativa y análisis retrospectivo de drogas veterinarias, 










III.   METODOLOGÍA
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 Materiales, reactivos, patrones y equipos 3.1.
3.1.1. Materiales 
ü Viales de extracción para microondas 100 ml equipados con teflón TFM  
ü Filtros 0,22 µm GHP Acrodisc de Pall Life Science (Ann Arbor, USA)  
ü Filtros de fibra de cuarzo de 150mm de diámetro de Munktell filter AB 
(Falun, Sweden) 
ü Pipetas Pasteur 
ü Tubos de vidrio de topacio de 15ml con tapones de rosca 
ü Tubos de polipropileno de 15ml con tapones de rosca 
ü Tubos eppendorf de 0,5 ml para microcentrífuga con filtros de 0,22 mm.  
ü Homogeneizadores cerámicos para tubos de 50 ml (Agilent)  
ü Tubos falcon de 50 ml 
ü Probeta graduada de 500 ml 
ü Matraces aforados clase A de 5,10, 25, 50 y 100 ml 
 
3.1.2. Reactivos  
ü Metanol para análisis de residuos (PAR) y LC-MS 
ü Acetonitrilo para análisis de residuos (PAR) y LC-MS 
ü Acetona para análisis de residuos (PAR) 
ü Acetato de etilo para análisis de residuos (PAR) 
ü Agua grado HPLC 
ü Ácido acético suprapur  




ü Acetato amónico para HPLC (97%).  
ü Formiato amónico solución Ultra (100 ml, 10M en agua).  
ü Enzima hidrolítica β-glucuronidasa aril sulfatasa 
ü Dietilenglycol  
ü Sulfato de magnesio anhidro 
ü Cloruro sódico 
ü C-18 (50µm) 
ü QuEChERS extraction salt kit EN (4g MgSO4, 1g NaCl, 1g citrato 
sódico, 0,5 g citrato de sodio sesquihidrato) de Agilent Technologies 
ü QuEChERS fatty dispersive-SPE kit AOAC (400 mg PSA, 400 mg C18 y 
1200 mg MgSO4) de Agilent Technologies 
ü QuEChERS fatty dispersive-SPE kit EN (150 mg PSA, 150 mg C18 y 900 
mg MgSO4) de Agilent Technologies 
ü Cartuchos SPE Oasis-HLB de Waters 
ü Cartuchos Bond-Elut Certify de Varian 
 
3.1.3. Patrones 
Todos los patrones utilizados en los métodos analíticos de la presente Tesis 
Doctoral (medicamentos de uso veterinario, micotoxinas, fitotoxinas, 
plaguicidas y metabolitos) son estándares comerciales certificados de elevada 
pureza de diferentes fabricantes o distribuidores, Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, 
Alemania), Sigma-Aldrich (Barcelona, España), Cerilliant-Certificated 
Reference Materials (Texas, USA), Witega (Berlín, Germany), USP Reference 
Standards (MD, USA), Medical Isotopes (Waltham, MA, USA), RIKILT 
(Community Reference Laboratory, Wageningen, The Netherlands), LGC 








ü Captador de alto volumen para material particulado PM 10 (Digitel). 
ü Microondas Mars System (CEM corporation) 
ü Evaporador TurvoVap LV (Zymark Corporation, Framingham, MA) 
ü Balanza analítica de precisión 0,0001 g (Mettler-Toledo)  
ü Microcentrífuga con refrigeración 13000 rpm (Eppendorf) 
ü Centrífuga de 11000 rpm (Jouan) 
ü Centrífuga de 4000 rpm (Beckman) 
ü Micropipetas de volumen variable entre 10-100 µl, 20-200 µl, 100-1000 
µl y 1-10 ml 
ü Agitatubos Heidolph 
ü Congelador < -20°C 
ü Refrigerador ≤ 10°C 
ü Termómetro de verificación de la cámara de incubación calibrado en rango 
32-42°C y con resolución de 1°C. 
 
 Toma de muestras y conservación 3.2.
3.2.1. Muestras de orina animal 
Las muestras de orina son de la especie bovino procedentes de matadero o de 
granja, recogidas por los inspectores veterinarios de la Comunidad Valenciana 




que llega al laboratorio en envases de polipropileno (> 50 ml), se toma una 
alícuota de 50 ml y se centrifuga a 3500 rpm para eliminar sedimentos o 
artefactos contenidos en la muestra, almacenándolas después en congelación a -
20°C hasta su análisis. Previo al análisis, las muestras son descongeladas a 
temperatura ambiente. 
3.2.2. Muestras de leche materna 
La leche materna fue recogida en Valencia con la aprobación del Comité de 
ética de la Universidad de Valencia. En el estudio participaron 35 mujeres 
jóvenes durante un año desde enero a diciembre 2012. Las muestras (50-100 
ml) se recogieron en tubos mediante sacaleches automático o manual en casa de 
las participantes. Seguidamente los envases fueron sellados y transportados en 
refrigeración (4°C) hasta el laboratorio. Para evitar diferencias en la 
composición de las distintas leches, se tomaron todas las muestras 30 días 
después del nacimiento. Una vez allí, se conservaron en envases de vidrio con 
tapa de teflón a -20°C.  
3.2.3. Muestras de aire ambiente (PM 10) 
Las muestras de materia particulada de diámetro inferior a 10 µm (PM 10) se 
recogieron mediante un captador de alto volumen con flujo de 30 m3h-1 
durante 24 horas, lo que supone una captación de un volumen total de 760 m3. 
Las muestras se recogieron de la estación de muestreo de Alzira  (Comunidad 
Valenciana)  situada en una zona rural aproximadamente a 1 km de la ciudad. 






3.2.4. Muestras de orina humana 
El protocolo de muestreo, transporte y almacenamiento de las muestras se 
establecieron de acuerdo a las guías internacionales del grupo de expertos de 
apoyo en materia de protocolos para la biomonitorización en Europa[190]. Las 
muestras utilizadas corresponden a la primera orina de la mañana de niños de 
entre 6-11 años. Las muestras se mantuvieron refrigeradas a 4°C y se 
transportaron al laboratorio dentro de las dos horas siguientes. Una vez 
recibidas, cada muestra se dividió en alícuotas de 10 ml y se congelaron a <-
70ºC hasta su análisis [10]. 
3.2.5. Muestras de pienso 
Los piensos utilizados son para alimentación animal de diferentes especies 
animales (avícola, porcino, ovino, bovino y equino) recogidas por las 
autoridades sanitarias en granjas de la Comunidad Valenciana dentro del Plan 
Nacional de Investigación de Residuos (PNIR). La muestras se conservaron 
congeladas a -20ºC hasta su análisis. Tras su descongelación y homogeneización 
se toma una porción de 2 g para la realización del ensayo.  
 Tratamiento de las muestras 3.3.
Uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral es el desarrollo de métodos de 
preparación y tratamientos de muestra genéricos que permitan la extracción de 
compuestos con diferentes propiedades químico-físicas. El método de 
extracción para orina animal, leche materna, orina humana y pienso, está 
basado en la metodología  QuEChERS modificada [191]. En el caso del aire, el 
método es la extracción asistida con microondas. En la Figura 13 se detalla el 



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































 Separación y detección analítica 3.4.
En todas las metodologías desarrolladas en la presente Tesis Doctoral, la 
separación cromatográfica tiene lugar con el empleo de cromatografía líquida de 
ulta-alta resolución empleando columnas analíticas de tamaño de partícula 
inferior a 2 µm de diámetro. El método de detección empleado en todas las 
aplicaciones es la espectrometría de masas de alta resolución con analizador 
Orbitrap (HR-Orbitrap-MS). Los detalles de método cromatográfico y de 
detección utilizados en la determinación de las moléculas de interés en los 
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 CAPITULO 1. Desarrollo de un método analítico de amplio 4.1.
cribado para residuos de medicamentos veterinarios prohibidos en 
orina de bovino mediante UHPLC-HRMS 
4.1.1. Resumen 
Las medicamentos veterinarios son compuestos farmacológicamente activos 
utilizados para el tratamiento y prevención de enfermedades de los animales en 
ganadería. El uso terapéutico inadecuado o la utilización fraudulenta para 
aumentar la producción ganadera, puede dar lugar a la aparición de residuos no 
deseables en productos alimenticios de origen animal. Es por esto que la 
administración de estos medicamentos está estrictamente regulado por la Unión 
Europea [20]. Dependiendo de la combinación analito/matriz estas sustancias 
son sustancias permitidas (límite regulado), no permitidas o no reguladas 
(prohibidas a efectos legales). Especial interés analítico tienen los medicamentos 
prohibidos ya que, para garantizar la salud del consumidor, los métodos 
analíticos deben posibilitar la detección de niveles traza y ultratraza. El primer 
paso a abordar es la selección de la matriz adecuada, entre las distintas matrices 
que pueden utilizarse, hígado, orina, retina, riñón, músculo, etc.. La orina tiene 
ventajas claras con respecto a otras matrices, i) se puede obtener fácilmente de 
diferentes especies; ii) la toma de muestra no es invasiva; iii) permite el análisis 
de estas sustancias tanto en animal vivo como en animales procedentes de 
matadero; iv) posee niveles bajos de proteína y células que podrían dificultar el 
análisis. Los agentes promotores del crecimiento como hormonas o  β-agonistas 
y otras como nitroimidazoles, corticosteroides, antiinflamatorios no esteroideos 
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(AINES), tranquilizantes, tireostáticos, anfenicoles y algunos antibióticos como 
la dapsona son residuos de medicamentos veterinarios considerados prohibidos 
en orina animal, para los que las técnicas analíticas deben ser capaces de detectar 
unas concentraciones mínimas definidas en la guía de los Laboratorios 
Comunitarios de Referencia de 2007 [32]. 
Para realizar los controles y llevar a cabo una vigilancia eficaz de este tipo de 
residuos, es necesario desarrollar una estrategia analítica adecuada que permita 
determinar el mayor número de sustancias posible mediante el empleo técnicas 
analíticas sensibles que cumplan además con los criterios de calidad exigidos en 
la Decisión de la Comisión 657/2002/CE [192] por la que se aplica la directiva 
96/23/CE [193] en cuanto al funcionamiento de los métodos analíticos.  
Hasta la fecha, la cromatografía líquida acoplada a espectrómetro de masas de 
triple cuadrupolo ha sido la técnica utilizada por excelencia en este tipo de 
análisis [194-197]. Esta técnica, aunque es bastante sensible y selectiva, presenta 
algunas limitaciones como la tediosa puesta a punto del método de adquisición 
en métodos que incluyen un gran número de sustancias y la limitación en el 
número de compuestos que se pueden determinar por inyección [198].   
La revolución instrumental en el campo de residuos de medicamentos 
veterinarios y otras áreas como seguridad alimentaria y ambiental, para abordar 
las deficiencias analíticas del LC-MS/MS, llega de la mano de la última 
generación de analizadores de masas de alta resolución como el TOF o el 
Orbitrap. Estos espectrómetros de masas acoplados a cromatografía líquida de 
ultra-alta presión se han convertido en la nueva herramienta para el análisis de 
un número ilimitado de sustancias, tanto de drogas veterinarias como de otros 
contaminantes.  Las estrategias de análisis por tanto han ido cambiando con la 
entrada de estos instrumentos en los laboratorios de control alimentario y 
ambiental. La tendencia actual es la determinación multianalito-multifamilia 
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con el uso de estos instrumentos como método de cribado y/o confirmación 
tanto para el análisis dirigido como para la búsqueda de otras sustancias o 
sustancias desconocidas mediante el análisis retrospectivo [199].  Este nuevo 
enfoque de análisis representado en la Figura 14, lleva asociado la utilización de 
un método de extracción genérico capaz de abordar el análisis de un amplio 
número de sustancias con propiedades químico-físicas (polaridad, acidez, etc.) 
muy diferentes.  
 
 





En este capítulo (artículo científico 1) el objetivo principal es el desarrollo y 
validación un método analítico para el cribado de 87 residuos de medicamentos 
veterinarios pertenecientes a diferentes familias (hormonas o  β-agonistas y otras 
como nitroimidazoles, corticosteroides, antiinflamatorios no esteroideos 
(AINES), tranquilizantes, tireostáticos, anfenicoles, y dapsona) en orina animal 
mediante el uso de UHPLC-Orbitrap-MS. Una de las etapas críticas de este 
estudio fue la etapa de extracción así como también la puesta a punto del 
método cromatográfico debido al elevado número de sustancias implicadas en el 
análisis. Para la optimización de la extracción, se investigaron varios métodos de 
preparación de muestra: QuEChERS modificados, dilución e inyección (dilute 
and shoot) y extracción en fase sólida. Por otro lado, se realizó un estudio en 
profundidad del efecto matriz a varios niveles de concentración para  definir el 
método de corrección más adecuado y el patrón interno óptimo para la 
obtención de resultados fiables. Una vez finalizada esta etapa, el método se 
validó de acuerdo a la regulación europea en materia de residuos de 
medicamentos veterinarios, Decisión de la Comisión 657/2002/CE[192] y más 
concretamente a la legislación vigente en cuanto a validación de métodos de 
cribado para este tipo de sustancias de los Laboratorios Comunitarios de 
Referencia [200]. En el anexo I se incluye la información suplementaria 
correspondiente a este artículo científico. 
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4.1.2. Discusión de los resultados 
Previo a la puesta a punto del método cromatográfico se construyó una base de 
datos exhaustiva de 87 analitos objeto de investigación y 18 estándares internos. 
En esta base de datos se incluyó, para cada compuesto, la composición 
elemental, el modo de ionización (ESI+, ESI- o ambas), la masa exacta del ión 
diagnóstico con 4 cifras decimales, así como también posibles aductos a 
investigar (de amonio, de sodio, de acetato o de formiato). 
Puesta a punto del método cromatográfico y de detección 
Una vez realizada la optimización de los parámetros de la fuente de ionización y 
del espetrómetro de masas mediante perfusión de una disolución estándar para 
la obtención de la máxima intensidad en señal,  se procedió a la puesta a punto 
del método cromatográfico, para el cual se probaron dos columnas (Hypersil 
Gold C18 y Hypersil Gold C18 aQ), varios eluyentes acetonitrilo, metanol, 
agua y con diversos modificadores como ácido acético, ácido fórmico, acetato 
amónico y formiato amónico. Seleccionando las condiciones iniciales de elución 
con alto porcentaje de fase acuosa, la columna Hypersil Gold C18 aQ dio 
mejores resultados que Hypersil Gold C18, Ya que se consiguió retrasar algo más 
la elución de los compuestos más polares. Una vez seleccionada la columna, la 
optimización de la fase móvil resultó una etapa complicada debido al gran 
número de analitos a detectar, tanto en modo positivo como negativo y a la 
existencia de isómeros de varias moléculas (α y β-nortestosterona, α y β-
zearalanol, α y β-zearalenol, α y β-boldenona, dexa y betametasona, α y β-
trembolona, α y β-testosterona y los cuatro isómeros de hidroxiestanozolol).  El 
ácido acético resultó ser la mejor opción como modificador orgánico debido a 
que fue el que producía menos inhibición de señal en moléculas detectadas en 
modo negativo. Se seleccionó acetonitrilo como eluyente orgánico ya que 
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permitió la separación de casi la totalidad de los epímeros excepto en el caso de 
la dexametasona y betametasona en las condiciones de elución optimizadas para 
el resto. Para el caso concreto de estos corticosteroides, se optimizó un método 
individual. El metanol resultó ser poco efectivo en este tipo de separación 
cromatográfica. 
Optimización de la etapa de extracción 
En esta etapa se trató de establecer un método lo más genérico posible capaz de 
realizar la extracción adecuada del máximo número de moléculas. El amplio 
rango de polaridades y de propiedades físico-químicas dificultó la puesta a 
punto del método. Para ello se probaron diversas extracciones genéricas 
tradicionalmente usadas en métodos multianalito como la técnica de dilución e 
inyección o la extracción en fase sólida (SPE) y otras más actuales como las 
basadas en la extracción QuEChERS muy empleada en el análisis de 
plaguicidas.  La dilución e inyección 1/10 (v/v), fue la que peores resultados 
produjo debido a las bajas concentraciones de interés [32]. Con ella sólo se 
detectaron un 32% de los analitos. Con SPE los resultados mejoraron sobre 
todo con el uso de los cartuchos HLB, pero para las grupos de sustancias más 
polares no se obtuvieron resultados satisfactorios. En la Figura 15 se puede 
observar el porcentaje de analitos identificados dependiendo del método 
utilizado. Sin duda alguna las técnicas de extracción que mejores resultados 
proporcionaron fueron las extracciones QuEChERS con o sin modificación 





Figura 15. Porcentaje de analitos identificados según método de extracción. 
La novedad en este trabajo fue el uso de este tipo de extracción en una matriz 
líquida como la orina. Para poder alcanzar las concentraciones tan bajas 
recomendadas por los laboratorios comunitarios de referencia, el punto clave 
fue la concentración máxima de los analitos en la muestra mediante la adición 
de la totalidad de la fase orgánica procedente de la extracción con las sales 
QuEChERS a la dSPE y la posterior concentración en corriente de nitrógeno 
del volumen total del extracto obtenido. Finalmente se seleccionó el método 
QuEChERS (Q1) con el que se consiguió extraer la totalidad de los analitos.  
Evaluación del efecto matriz 
El estudio del efecto matriz (ME) fue determinante para la selección del 
estándar interno (IS) más adecuado para la correcta interpretación del resultado, 
corrigiendo así tanto el efecto matriz como las recuperaciones (ya que los IS se 
adicionaron antes de la extracción).  El ME se estudió mediante comparación a 
tres niveles de concentración de las áreas de pico de los diferentes patrones 
(incluyendo los patrones internos) preparados en solvente y en orina. Con este 
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experimento, sólo el 21% de los analitos no presentaron efecto matriz, el resto 
lo presentó moderado o fuerte. Paralelo a este estudio se realizó el estudio de 
recuperación, RE (incluidos IS) comparando las áreas obtenidas para los 
analitos adicionados en orina antes de las extracción y las áreas de los analitos 
adicionados a la orina después de la extracción. En vista de los resultados se 
seleccionó el IS que proporcionó valores similares de ME y RE. En algunos 
casos  (6-propil-2-tiouracilo y florfenicol) no fue necesario el uso de IS y en 
otros casos (2-mercaptobenzimidazol, 6-feniltiouracilo y cimbuterol) no fue 
posible la corrección del efecto matriz siendo aconsejable el uso de sus IS 
isotópicamente marcados, en el caso de métodos cuantificación. 
 
Validación del método 
 
La validación del método se realizó con orina de bovino. La selección de los 
blancos para la validación fue una de las tareas complicadas de esta etapa ya que 
muchos de las hormonas estudiadas se pueden producir de manera endógena en 
bovinos excretándose en forma de glucurónidos u otros conjugados en la orina. 
Este es el caso de algunas hormonas esteroideas como las α y β-boldenona, α y 
β-nortestosterona y α y β-testosterona. Otros compuestos como la zearalenona 
se puede encontrar también de forma endógena en orinas y por tanto se 
dificulta más la búsqueda de blancos. Otro de los puntos clave de este proceso 
de validación fue la estimación inicial de la capacidad de detección (CC β) para 
la posterior validación completa. Una mala estimación de este parámetro, 
debido al elevado numero de analitos que se quieren validar, se traduciría en la 
dilatación en el tiempo del proceso de validación. Una vez estimado el CCβ con 
la realización de varias adiciones a niveles cercanos al nivel de interés teniendo 
en cuenta limites regulados y matriz, se procedió con la validación. El CCβ 
Resultados	
	 107	
estimado se validó de acuerdo a la regulación aplicable en materia de métodos 
de cribado de residuos de medicamentos veterinarios (CD 657/2002/EC) [192, 
200]. Para todas los compuestos el CCβ estimado fue validado siendo en todos 
los casos menores o iguales a los valores recomendados o legislados. En la Figura 
16 se muestran los cromatogramas (XIC) de algunos analitos representativos de 
cada familia de compuestos de un blanco de muestra y la correspondiente 




Figura 16. Cromatograma de masa extraída de diversos analitos pertenecientes a 
diferentes familias con una ventana de tolerancia de masa de 5 ppm en un 








Aplicación a muestras reales 
 
El método optimizado se aplicó a 58 muestras de orina procedentes mataderos 
o granjas de la Comunidad Valenciana. Varios compuestos fueron hallados en 
el cribado como sospechosos no conformes (carazolol, tiouracilo, cloranfenicol 
o ractopamina) ya que en el análisis mostraron una respuesta analítica superior 
al CCβ. La Figura 17 contiene los cromatogramas extraídos con una ventana de 
tolerancia de masa de 5 ppm para tiouracilo, cloranfenicol y carazolol en 
diferentes muestras de orina de bovino.  
 
 
Figura 17. Cromatograma de masa extraída de 2-tiouracilo, cloranfenicol y 
carazolol con una ventana de tolerancia de masa de 5 ppm en diferentes 
muestras de orina de bovino. 
Para el caso del carazolol se realizó una investigación más profunda inyectando 
la muestra de nuevo pero con modo de adquisición con fragmentación HCD  a 
25eV en polaridad positiva. Se pudieron identificar dos fragmentos además de 
































































































ü En este trabajo se ha desarrollado con éxito una estrategia de análisis para el 
cribado amplio de residuos de medicamentos veterinarios prohibidos en 
orina de bovino mediante UHPLC-HRMS con excelente selectividad y 
sensibilidad, demostrando la utilidad de esta técnica para el control oficial 
en el ámbito de residuos de medicamentos veterinarios.  
ü El método optimizado permite la extracción, detección e identificación 
simultánea de 87 analitos pertenecientes a distintas familias (β-agonistas, 
hormonas, tranquilizantes, anfenicoles…) con niveles de cribado 
establecidos entre 0,2 y 20 µg l-1. 
ü El UHPLC-HRMS ha resultado ser una herramienta eficaz en el análisis de 
residuos, permitiendo la identificación de un gran número de sustancias en 
análisis  multianalito/multifamilia.  
ü El tratamiento de la muestra mediante QuEChERS posibilita la obtención 





4.1.4. Artículo científico 1: Wide-range screening of banned 
veterinary drugs in urine by ultra high liquid chromatography 




























































 CAPÍTULO 2. Identificación y cuantificación de 4.2.
micotoxinas y sus metabolitos en leche materna mediante UHPLC-
HRMS 
4.2.1. Resumen 
La exposición humana a  micotoxinas  tradicionalmente se ha determinado 
mediante la detección y cuantificación de estas sustancias en alimentos, cereales 
y productos a base de cereales [182, 201]. Sin embargo, la distribución 
heterogénea de estos contaminantes en los alimentos, el tiempo que transcurre 
entre la ingesta y el desarrollo de una enfermedad crónica y las imprecisiones en 
los cuestionarios para el cálculo de la ingesta mediante la dieta, hacen muy 
compleja la determinación de esta exposición. Una visión más novedosa en este 
campo es la determinación de la exposición individual mediante biomarcadores 
de exposición en muestras biológicas. La identificación de micotoxinas y sus 
metabolitos mayoritarios en este tipo de muestras podrían ser utilizados como 
biomarcadores y así facilitar la evaluación de la exposición a estas sustancias 
[202, 203]. Muchos de estos estudios están realizados en matrices biológicas 
como orina o sangre.  Sin embargo la leche materna se ha convertido en una de 
las matrices biológicas de mayor interés en estudios de biomonitorización ya 
que puede proporcionar información acerca de la exposición tanto de la madre 
como en el lactante a través de un método no invasivo de recogida de muestra 
[5]. El riesgo que suponen las micotoxinas para la salud pública y la ventaja que 
tiene el análisis de la leche materna en términos de exposición, hacen necesarios 
los estudios de biomonitorización en este tipo de matriz para la evaluación de la 
exposición a estos contaminantes (en madre y lactante).  El uso de 
cromatografía de ultra-alta resolución acoplada a la adquisición en barrido 
completo como los espectrómetros de alta resolución facilitan la investigación 
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en este campo debido a la alta selectividad y a la posibilidad del análisis de los 
datos post-target.  
El presente estudio (artículo científico 2) tiene como objetivo la investigación 
de la presencia de micotoxinas y sus metabolitos en leche materna para la 
determinación de la exposición a estos contaminantes mediante el análisis con 
UHPLC-HRMS. La descripción de las características de las madres incluidas en 
el estudio se encuentra en la información suplementaria del Anexo II. Para esta 
determinación y para poder realizar el análisis retrospectivo se procedió a la 
optimización de un método genérico de preparación de muestras, reduciendo al 
máximo el número de etapas de extracción y purificación para evitar la pérdida 
de posibles metabolitos para su uso como biomarcadores de exposición. En la 
optimización de esta etapa se realizaron varias modificaciones del método de 
extracción QuEChERS. 
Por otro lado, se estudió el efecto matriz en el nivel límite de cuantificación. El 
efecto matriz es la supresión o exaltación de la señal producido durante la 
ionización y es debido mayoritariamente a interferentes procedentes de la 
matriz y que coeluyen con los analitos de interés. La evaluación del efecto 
matriz es necesaria debido a que la veracidad del método puede verse afectada 
conduciendo a errores en la cuantificación. La validación y confirmación de las 
micotoxinas se realizó en base a la legislación europea existente en la materia 
[192].  
Para comprobar la aplicabilidad, el método desarrollado se utilizó para el 
análisis de 35 muestras reales de leche materna. Para ello, en primer lugar se 
realizó el cribado en la leche materna de las micotoxinas objeto de estudio 
(aflatoxinas, fumonisinas, tricotecenos, eniatinas, ocratoxina A y zearalenona 
entre otras). Por otro lado, una vez realizado el análisis y dado que la 
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adquisición en modo barrido completo lo permite, se realizó el análisis 
retrospectivo de los datos y  la búsqueda de productos de biotransformación 
mediante el software MetWorks 1.3. En la Figura 19 se muestra el esquema 
seguido en la presente investigación. 
 
Figura 19. Esquema de trabajo para la determinación de micotoxinas y 







4.2.2. Discusión de los resultados 
Durante la presente investigación, como ya se ha comentado en el apartado 
anterior, se ha desarrollado un método de extracción genérico para la 
determinación dirigida de 27 micotoxinas  y sus metabolitos  y el análisis no 
dirigido de productos de biotransformación en leche materna. 
Optimización de la etapa de extracción 
Durante la etapa de optimización de la preparación de la muestra basada en la 
metodología QuEChERS se ensayaron varios porcentajes de ácido fórmico en 
acetonitrilo para la extracción de los metabolitos. La adición de 1% de ácido 
fórmico en acetonitrilo junto con las sales de extracción resultó ser la mezcla 
con la que se obtuvieron mejores recuperaciones, favoreciendo la migración 
desde la fase acuosa a la orgánica de las micotoxinas. Los porcentajes de 0,1 y 
0,5% de ácido fórmico dieron bajas recuperaciones y baja reproducibilidad 
(Fumonisinas, OTA, OTα, ZEA y sus metabolitos).  Una etapa posterior de 
clean-up por dSPE con C18 no mejoró los resultados.  
Efecto matriz 
Se evaluó el efecto matriz (ME) en el límite de cuantificación de todos los 
analitos. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que no existía efecto 
matriz para el 63% de los analitos, presentado el resto únicamente un efecto 
matriz moderado (40-80% de ME). En la Figura 20 se puede observar el efecto 
matriz para cada uno de los analitos.  
Para compensar el efecto matriz, y corregir posible errores de cuantificación y 
reproducibilidad se utilizó la curva de matriz adicionada tanto en la validación 




Figura 20. Efecto matriz en porcentaje para las micotoxinas estudiadas. 
El único inconveniente derivado de esta preparación, que evita la concentración 
de la muestra y el cambio de fase para la inyección en el UHPLC-HRMS, 
resultó la forma de pico poco conveniente del nivalenol debido a la inyección 
directa del extracto en acetonitrilo acidificado. Sin embargo, tanto los analitos 
con efecto matriz moderado como el nivalenol presentaron resultados 
satisfactorios en la etapa de validación. 
 
Validación del método 
Los resultados de la validación fueron satisfactorios para todas las micotoxinas 
obteniéndose valores de recuperación entre 64 y 93% con una reproducibilidad 
en todos los casos y todos los niveles de concentración (50, 100 y 250 ng ml-
1)menor al 20%. En la Tabla 2 del artículo científico 2 se encuentran los valores 
obtenidos de recuperación y reproducibilidad para las micotoxinas de interés al 
nivel inferior (50 ng ml-1) y superior (250 ng ml-1). Los cromatogramas 
extraídos con una ventana de tolerancia de 5 ppm de varias de las micotoxinas 


























































































Figura 21. Muestra de leche adicionada al límite de cuantificación. 






Figura 22. Muestra de leche adicionada al límite de cuantificación. 
Cromatograma de masa extraída en ESI-  (<5 ppm de ventana de masa) de varias 
micotoxinas. 
 
Aplicación a muestras reales de leche materna 
 
Como resultado del análisis de muestras reales de leche materna con el método 
desarrollado, en 21 de las 35 muestras analizadas se detectó alguna micotoxina o 
metabolito. Las micotoxinas ZEA, NEO, NIV, ENA, ENA1, ENB, ENB1 y los 
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metabolitos  α-ZOL, β-ZOL y HT-2 fueron detectados, cuantificados y se 
realizó la confirmación completa de todos mediante comparativa frente al 
estándar correspondiente (RT, <5ppm y patrón isotópico12C/13C).  En la Figura 
23 se representa el número y porcentaje de muestras que contienen cada una de 
las micotoxinas, siendo ZEA la micotoxina más encontrada. Además de las 
micotoxinas objeto de análisis dirigido también se encontraron otras 
“sospechosas” como T-2 triol o DOM que no se pudieron confirmar ni 
cuantificar debido a la falta de estándares.  
 
  
Figura 23. Número y porcentaje de muestras en las que se ha identificado cada 
micotoxina. 
En el caso de ZEA y DON no se encontraron simultáneamente sus metabolitos 
(α-ZOL, β-ZOL de ZEA  y DOM de DON) quizá debido a que las 
concentraciones encontradas son bajas. En la Figura 24 se muestra el 
cromatograma correspondiente a una muestra positiva de ZEA y su 
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Figura 24. Confirmación de ZEA. (A) XIC de ZEA a 50,000 FWHM, ventana 
de extracción de masa de 5 ppm. (B) Patrón isotópico experimental. 
Una de las muestras confirmadas con contenido en ZEA se procesó 
simultáneamente a través del software MetWorks 1.3 para la búsqueda de 
productos de biotransformación. Mediante este procesado retrospectivo, en esta 
muestra se hallaron algunos productos procedentes de la fase I de 
metabolización en la que algunas enzimas actúan de forma que introducen 
grupos reactivos y polares mediante reducción, oxidación e hidrólisis. 
Hidroxilación y descarboxilación fueron los dos tipos de reacciones que se 
encontraron para esta muestra, el cromatograma de masa extraída de ambos 






ü El método analítico desarrollado mediante extracción genérica QuEChERS 
unido a la detección con UHPLC-HRMS permite la rápida identificación 
y cuantificación de 27 micotoxinas y sus metabolitos en leche materna.  
ü El método validado presenta niveles de calibración (LCL) desde 1 a 50  µg 
l-1 , recuperaciones entre 64 y 93%, con desviaciones estándar relativas < 
20%. 
ü El método permite además la realización del cribado retrospectivo (post-
target) de otras micotoxinas, que pueden identificarse por la combinación 
de distintos criterios como la masa exacta, el perfil isotópico y la 
fragmentación. 
ü El análisis de 35 muestras reales mediante el método desarrollado  ha 
posibilitado la identificación inequívoca de NEO, NIV, ENA, ENA1, 
ENB, ENB1 y de ZEA y sus metabolitos α y β-ZOL.  
ü El análisis retrospectivo (post-target) permitió la identificación sospechosa 
de algunos metabolitos de la fase I como T2 triol o deepoxi-deoxinivalenol 
(DOM), mostrándose así el gran potencial de UHPLC-HRMS como 




4.2.4. Artículo científico 2. Evaluation of mycotoxins and their 
metabolites in human breast milk using liquid chromatography 

































 CAPÍTULO 3. Estrategia analítica combinando el análisis 4.3.
dirigido y el análisis retrospectivo para la amplia determinación de 
plaguicidas en aire por UHPLC-HRMS 
4.3.1. Resumen 
La determinación de plaguicidas en muestras alimentarias, biológicas y 
ambientales se ha realizado fundamentalmente mediante técnicas de 
cromatografía de gases o de líquidos acoplada a espectrometría de masas[204]. 
Sin embargo, el uso de UHPLC-HRMS se ha extendido rápidamente en la 
determinación de este tipo de contaminantes [141, 168] debido a las múltiples 
ventajas que proporciona su uso ya comentadas en la sección 1.2.1 de evolución 
instrumental. 
La presencia de plaguicidas en aire ambiente muestra un perfil vinculado a los 
principales productos fitosanitarios utilizados en las prácticas agrícolas de cada 
zona. Este perfil debe ser analizado mediante la cuantificación de los plaguicidas 
de interés para la evaluación de la exposición y el riesgo asociado a su presencia. 
Por otro lado, el número de sustancias que pueden estar presentes podría llegar 
a ser muy elevado ya que también pueden encontrarse plaguicidas derivados del 
uso ilegal, sus metabolitos y productos de degradación con actividad biológica 
similar al de la molécula de origen. Teniendo en cuenta todo lo anterior, la 
cuantificación de todos ellos sería un gran esfuerzo analítico no justificado a 
menos que estas sustancias presenten una frecuencia de detección significativa. 
Consecuentemente deben desarrollarse nuevas estrategias que permitan la 
determinación cuantitativa de plaguicidas prioritarios (análisis dirigido) 
combinado con el análisis retrospectivo de los datos en búsqueda de otro 
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compuestos cuya presencia pudiera ser relevante y que pudieran representar un 
riesgo para la salud.  
En este trabajo (artículo científico 3) se ha desarrollado este tipo de estrategia 
combinada aplicada a muestras de materia particulada de diámetro <10 µm 
(PM 10). La elección de PM 10 como indicador de la contaminación del aire se 
basa en consideraciones para la salud, ya que la fracción respirable de materia 
particulada es la más peligrosa para la salud humana  y el medio ambiente [205, 
206].  
Para el desarrollo de esta estrategia, además de la preparación de una base de 
datos extensa conteniendo los plaguicidas prioritarios (target) y otros 
compuestos para el análisis retrospectivo, se optimizaron varios puntos clave 
para un satisfactorio funcionamiento de la técnica.  Uno de estos puntos clave 
es la optimización de los parámetros de la fuente de ionización (HESI II) 
mediante el diseño estadístico de experimentos (DoE). 
Por otro lado se estudió el efecto matriz para una correcta cuantificación de los 
plaguicidas de interés para la elección de la técnica de calibración adecuada. 
Además,  para la identificación inequívoca de los analitos se investigó la 
fragmentación de los mismos mediante el estudio del voltaje de fragmentación 
en HCD. 
En líneas generales el método analítico incluye el análisis de plaguicidas 
prioritarios en PM 10 mediante extracción asistida con microondas y detección 
por UHPL-HRMS. 
Por último la estrategia y metodología desarrollada se aplicó a muestras reales  
para el análisis dirigido  y retrospectivo de los plaguicidas de interés y la posible 
Resultados	
	 143	
presencia de otros plaguicidas, metabolitos y productos de degradación. Un 
esquema de la estrategia desarrollada se muestra en la Figura 25. 
 
Figura 25. Estrategia de análisis de plaguicidas en aire ambiente. 
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4.3.2. Discusión de los resultados 
Para el desarrollo efectivo de la estrategia el primer paso fue la creación de una 
base de datos de 300 compuestos incluyendo pesticidas actualmente utilizados 
en diferentes cultivos, algunos de sus metabolitos y productos de 
transformación y otros contaminantes. Esta base de datos se muestra en la 
información suplementaria, ANEXO III.  Para cada analito se incluye la 
fórmula molecular, la masa exacta del ion diagnóstico (normalmente el ion 
quasimolecular) y la información sobre fragmentos existente procedente 
normalmente de la bibliografía. 
Optimización de los parámetros de la fuente de ionización 
La optimización se llevó a cabo mediante diseño estadístico de experimentos en 
el software MINITAB. Los parámetros estudiados fueron: presión del gas 
envolvente  (SGP), gas auxiliar (AG), voltaje de espray (SV), temperatura del 
capilar (CT), voltaje del capilar (CV), voltaje del skimmer (SKV) y la 
temperatura de calentamiento (HT). En primer lugar, el cribado mediante 
diseño factorial fraccionado (FFD) puso de manifiesto los parámetros 
significativos: SGP, SV, CT y HT. Los parámetros no significativos se fijaron 
en los valores con más efecto positivo en la señal (SKV) o en valores 
intermedios (AG y CV). Seguidamente mediante un diseño central compuesto 
(CCD), se optimizaron los valores de los parámetros significativos. La Tabla 8 
contiene los valores de los parámetros optimizados. 
 Tabla 8. Valores optimizados de los parámetros de HESI II 
 
Parámetro SGP AG SV CT CV SKV HT 
Valor 25 a.u. 7 a.u. 2,8 kV 281 ºC 50 V 50 V 205 ºC 
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Estudio de fragmentación con HCD 
El estudio del impacto de diferentes energías de colisión (0, 10, 15, 20, 25 y 30 
eV) en la respuesta de fragmentos e ion molecular se realizó con el fin de 
optimizar la señal de ambos iones. En todos los caso excepto para imazalil y 
myclobutanil se observó cierta fragmentación incluso sin aplicar energía de 
colisión debido a la formación de estos fragmentos en  la fuente de ionización. 
Se seleccionó una energía de colisión de 10eV, obteniéndose así un compromiso 
de señal para todos los analitos. En la Figuras 26 se observa la evolución de la 








Figura 26. Respuesta del ion molecular y del principal fragmento a una energía 
de colisión dada. 
Efecto matriz 
El efecto matriz en todos los analitos fue de supresión excepto para biteranol,  
benalaxyl, fluazifop e iprovalicarb que no presentaron efecto matriz (ME entre 
80 y 120 %). Sólo 5 de los plaguicidas presentaron efecto matriz alto 
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(Carbendazim, tebufenpyrad, thiabendazole, thiamethoxam y triflumizole). El 
resto de sustancias presentaron efecto matriz moderado. En la Figura 27 se 
representan los efectos matriz obtenidos (ME%) obtenidos para cada analito. 
 
Figura 27. Efecto matriz de los plaguicidas estudiados. 
Debido a la existencia de moderada supresión iónica en la mayoría de los  
compuestos fue necesario el uso de técnicas que compensen el efecto matriz 
para la obtención de buena reproducibilidad y exactitud. En este trabajo se 
utilizó la curva de calibrado de 5 puntos en matriz para superar  este tipo de 























coeficientes de determinación en las curvas de calibrado en matriz   R2> 0,99 y 
valores de recuperaciones en el rango 70-120% con precisión menores al 20% 
en todos los analitos. Los datos relativos a la validación están incluidos en la 
tabla 3 del artículo científico 3. En la Figura 28 se pueden observar los 
cromatogramas de algunos de los analitos estudiados en una adición al límite de 
cuantificación. 
 
Figura 28. Cromatograma de masa extraída del ion molecular y su fragmento 
característico (HCD 10eV) para algunos de los plaguicidas estudiados en 






Aplicación a muestras reales. Plaguicidas diana y análisis retrospectivo. 
El método desarrollado se aplicó a 10 muestras reales permitiendo la detección 
de varios plaguicidas objeto de análisis. La Tabla 9 incluye los plaguicidas 
identificados, el número de muestras que lo contienen y el rango de 
concentraciones encontradas de cada uno de ellos.  




En la Figura 29 se muestran los cromatogramas de una muestra positiva a 
carbendazim, metalaxil y terbutilazina. 
 
Figura 29. Cromatograma de masa extraída del ion diagnóstico de carbendazim, 
metalaxil y terbutilazina en una muestra real. 	
Plaguicida Nº muestras  Concentraciones 
Carbendazim 10 66,7-174,2 pg m-3 
Metalaxil 10 16,6-58,2 pg m-3 
Terbutilazina 6 13,2-73 pg m-3 
Miclobutanil 1 72.99 pg m-3 
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Por otro lado, se realizó el análisis retrospectivo de las muestras mediante 
comparación con la base de datos creada. En este análisis se pudo realizar la 
identificación tentativa de varias sustancias, de las que únicamente se podrá 
realizar la identificación inequívoca mediante la adquisición del estándar 
correspondiente o mediante otras técnicas espectrométricas de elucidación 
estructural. Este tipo de cribado dio como resultado el hallazgo de  
terbutilazina-OH (metabolito de la terbutilazina), fenfuran y endotal, estos dos 
últimos prohibidos en la EU desde 2003 y 2002 respectivamente. También se 
detectaron otros contaminantes emergentes,  tributilfosfato  (TnBP) y tris(2-
butoxietil)fosfato (TBEP) ambos retardantes de llama organofosforados. En la 
Figura 30 se muestra la identificación sospechosa de estos compuestos mediante 
el ion molecular, fragmentos y patrón isotópico de TnBP y endotal. 
 
Figura 30. Cromatograma de masa exacta del ion diagnóstico, fragmento y 




ü En el presente trabajo se ha desarrollado una estrategia analítica basada en 
UHPLC-HRMS que permite el análisis comprensivo (target y post-target) 
de plaguicidas en el aire (PM 10) y que puede utilizarse en la 
monitorización de estas sustancias. 
ü El método cuantitativo se ha desarrollado para 35 plaguicidas de uso 
habitual, presentando un límite de cuantificación de 6.5 pg m-3 para la 
mayoría de las sustancias y recuperaciones entre el 75 y el 116% con 
precisiónes menores del 20 %. 
ü Además de la masa exacta y del perfil isotópico, la identificación de las 
sustancias target y post-target (análisis retrospectivo) mejora utilizando los 
fragmentos generados en la celda de colisión (HCD) del Orbitrap. Sin 
embargo, es necesaria una optimización previa de la energía de colisión.  
ü El post-target análisis realizado sobre muestras reales mediante 
comparación con una base de datos de 300 sustancias posibilitó la 
identificación tentativa de nuevos compuestos presentes en aire como 
plaguicidas y metabolitos no incluidos inicialmente en el análisis dirigido 
(endotal, fenfuran, terbutilazina-OH) además de otros contaminantes 
como retardantes de llama. 
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4.3.4. Artículo científico 3. Combined target and post-run target 
strategy for a comprehensive analyisis of pesticides in ambient air 














































 CAPÍTULO 4. Diseño de una estrategia analítica integral 4.4.
para la determinación de biomarcadores de exposición a plaguicidas 
en orina mediante UHPLC-HRMS 
4.4.1. Resumen 
La biomonitorización de plaguicidas utilizados en la actualidad o prohibidos es 
una herramienta muy útil para la evaluación de la exposición humana a estas 
sustancias químicas. Por esta razón, la UE recomienda la adopción de 
programas de biomonitorización como herramienta para esta evaluación en 
diferentes grupos de población [9]. En consecuencia, se deben desarrollar 
nuevas estrategias que permitan una evaluación del riesgo lo más completa 
posible, es decir, métodos de análisis para la búsqueda de analitos conocidos a 
priori y que permitan además el análisis retrospectivo para la identificación de 
nuevos riesgos emergentes.  En este trabajo se ha desarrollado un método 
analítico para la determinación de plaguicidas en orina humana mediante 
detección por UHPLC-HRMS que permite la adopción de este tipo de 
estrategias.  
El propósito de este estudio (artículo científico 4) es el desarrollo de una 
estrategia analítica que incluye la determinación de 29 plaguicidas y metabolitos 
en orina humana por UHPLC-HRMS y que posibilita también el estudio 
retrospectivo de las señales analíticas para la búsqueda de otras sustancias que 
permitan la evaluación de la exposición a plaguicidas y otros contaminantes. 
Para una satisfactoria puesta a punto del método analítico además de la 
separación cromatográfica, se optimizaron varias etapas: detección,  
preparación/extracción de la muestra y efecto matriz. Los parámetros de la 
fuente de ionización fueron optimizados mediante diseño estadístico de 
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experimentos mediante el programa MINITAB. Se realizó también un estudio 
de fragmentación HCD para todas las moléculas a través de diferentes energías 
de colisión en la celda HCD. El método de extracción se desarrolló para  
posibilitar la extracción de analitos con diferentes propiedades para el posterior 
análisis retrospectivo. Además se evaluó el efecto matriz  para la elección del 
método de corrección y cuantificación más adecuado.  
Para el estudio retrospectivo fue necesaria la creación de una base de datos con 
sustancias diferentes a las del análisis dirigido, para una posterior comparación 
para la búsqueda de estas sustancias de las que no se dispone de estándares. 
El método analítico desarrollado se aplicó a muestras reales de orina humana 
para la detección de plaguicidas y sus metabolitos  y se realizó un estudio post-
adquisición para la identificación de otras sustancias de interés para la 











4.4.2. Discusión de los resultados 
En este trabajo (artículo científico 4), el primer paso fue la creación de una base 
de datos amplia que incluye 60 metabolitos de pesticidas, PAHs, fenoles, y 
otros contaminantes ambientales. En el ANEXO IV de la información 
suplementaria del artículo científico 4, se puede encontrar esta base de datos 
(Tabla S1), la cual contiene la composición elemental, el modo de ionización 
(ESI+, ESI- o ambas) y la masa exacta del ión diagnóstico. 
Optimización de los parámetros de la fuente de ionización (HESI II) 
La separación cromatográfica se optimizó con el estudio de dos columnas 
cromatográficas C18 y varios eluyentes. Se seleccionó la columna Hypersil Gold 
C18 (100 x2,1mm) de 1,7 µm  y como eluyentes, metanol  y agua ambos con 
0,1% de acético debido a una mejor separación y formas de pico de los 29 
analitos de interés.  
Como resultado de diseño estadístico de experimentos se establecieron los 
parámetros más relevantes de la fuente de ionización. De los siete parámetros 
seleccionados para la optimización, el voltaje de espray (SV) , la presión del gas 
auxiliar (AG), el voltaje del capilar (CV) y la temperatura de calentamiento 
(HT) resultaron parámetros no significativos como resultado del cribado 
mediante un diseño de experimentos de Plackett-Burman (PB). Los valores para 
estos parámetros se establecieron en el punto medio del rango estudiado. En la 
Tabla 10 se muestran los resultados obtenidos del diseño estadístico de 
experimentos para todos los parámetros estudiados. Mediante diseño de 
compuesto central (CCD) se obtuvieron los valores óptimos para presión de gas 
envolvente (SGP), temperatura del capilar (CT) y voltaje del skimmer (SKV) 
(factores significativos).  
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Tabla 10. Valores de los parámetros de HESI II. 
 
Estudio de fragmentación HCD 
En este estudio, mediante inyección en modo de adquisición simultanea con y 
sin fragmentación HCD a diferentes voltajes entre 10 y 40eV, de una 
disolución que contenía los analitos de interés, se estableció un voltaje óptimo  
de energía de colisión de 20 eV de manera que la respuesta en área para la 
mayoría de los analitos tanto para el ion molecular como el fragmento 
representativo fuera la más favorable. Teniendo en cuenta que en este modo de 
adquisición (únicamente dos adquisiciones simultaneas) es posible solo la 
aplicación de una energía para todos los analitos, este valor, 20eV, resultó ser 
resultado del compromiso en términos de respuesta entre los analitos más 
favorables y los menos favorables. Por ejemplo, en el caso del 2,4,5T, como se 
puede apreciar en la Figura 31, la energía óptima de fragmentación es 30eV, 
por el contrario, en la mayoría de los casos como por ejemplo PNP, PBA o 



















estudiado 5-60 0-20 ±(2-5) 100-450 20-70   1-50 100-500 
Valor 




Figura 31. Fragmentación HCD para los metabolitos 2,4,5-T, PNP, PBA y 
DETP a 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40eV. 
 
Optimización de la extracción de la muestra 
De los métodos de extracción probados para la determinación de 29 plaguicidas 
y metabolitos, el método basado en la extracción QuEChERS fue el que 
mejores resultados ocasionó. Con dilución e inyección directa de la muestra, 
muchos de los analitos no fueron detectados debido a la dilución de la muestra 
y/o las interferencias de la matriz debido a la falta de clean-up. Por otro lado, de 
las modificaciones probadas del  método QuECHERS la que resultó más 
apropiada  fue el uso de las sales de extracción para el salting-out seguida de la 
concentración en corriente de nitrógeno del extracto orgánico. Con este método 
se pudieron detectar la totalidad de los analitos, con una sensibilidad apropiada, 
siendo innecesaria una etapa posterior de clean-up. 
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Efecto matriz y validación 
En la mayoría de los casos se observó una supresión iónica mayor del 40%. El 
metabolito que peores resultados presentó fue el BTA con un 10% de efecto 
matriz (ME). Los únicos analitos que no presentaron efecto matriz fueron los 
dialquilfosfatos (DEP, DEDTP y DETP). A la vista de estos resultados, para los 
analitos investigados, puede resultar adecuada una etapa de limpieza adicional a 
la extracción. Sin embargo, la inclusión de esta etapa va en perjuicio de una 
extracción genérica poniendo en peligro la perdida de información y de ciertos 
compuestos potenciales de identificación en el análisis post-inyección. Por otro 
lado, este efecto matriz puede ser compensado y corregido mediante otras vías 
como el uso de estándares internos o calibración sobre matriz. En este trabajo, 
dichos métodos de corrección fueron utilizados para la obtención satisfactoria 
de resultados en la etapa de validación. Como se puede apreciar en la Tabla 2 
del artículo científico 4, las recuperaciones para la mayoría de los analitos, 
incluso para los compuestos con ME alto, varían en un rango de 70-120% con 
reproducibilidades < 25%, para los tres niveles validados (límite de 
cuantificación, intermedio y alto). La Figura 32 muestra el cromatograma de 





Figura 32. Cromatogramas de masa exacta extraídos de varios de los 




Análisis target y post-target de muestras reales 
El método fue aplicado satisfactoriamente a 20 muestras reales, en las que 
fueron identificados, cuantificados y confirmados 12 metabolitos. En la Tabla 3 
del artículo científico 4 están incluidos los analitos encontrados en las muestras 
de orina mediante el análisis dirigido y las concentraciones encontradas de cada 
uno de ellos. La Figura 33 corresponde a la confirmación de dos de los 
metabolitos encontrados en dos muestras de orina diferentes. 
 
 
Figura 33. Confirmación mediante a) los fragmentos característicos y b) patrón 





Por otro lado, se realizó el cribado de algunas muestras mediante comparación 
con la base de datos creada de 60 compuestos. Aunque no es el objetivo 
principal de este estudio, algunos hallazgos han sido incluidos para poner de 
manifiesto el gran potencial de esta técnica para el empleo de estrategias 
integrales de análisis. En la Figura 4 del artículo científico 4 se presentan varios 
compuestos identificados tentativamente y para los que la confirmación 






ü La estrategia analítica desarrollada combina el análisis cuantitativo de 29 
metabolitos de plaguicidas en orina (target) con un cribado retrospectivo 
masivo de biomarcadores de exposición a contaminantes ambientales, 
mediante el uso de UHPLC-HRMS, y puede utilizarse en programas 
nacionales de biomonitorización. 
ü El método cuantitativo presenta límites de cuantificación menores de 
3,2µg l-1 para la mayoría de los analitos, con recuperaciones entre el 60 y el 
120 % y precisiones menores del 25%. 
ü El potencial analítico de la alta resolución, la masa exacta y la adquisición 
en barrido completo con y sin fragmentación, permite la comparación con 
bases de datos para la identificación  inicial de posibles biomaracadores de 
exposición a plaguicidas y otros contaminantes ambientales no incluidos a 
priori en el método (análisis retrospectivo). 
ü La aplicación del método desarrollado en muestras reales de orina humana 
combinando el análisis target y el post-target hacen de esta estrategia una 
prometedora herramienta para estudios de biomonitorización en humanos 





4.4.4. Artículo científico 4. Comprehensive analytical strategy for 
biomonitoring of pesticides in urine by liquid chromatography-





































 Determinación cuantitativa y análisis retrospectivo de drogas 4.5.
veterinarias, toxinas de plantas y otras sustancias indeseables en 
piensos mediante UHPLC-HRMS  
4.5.1. Resumen 
La alimentación animal es una de las vías de entrada de sustancias tóxicas a los 
animales y consecuentemente a la cadena alimentaria y tiene por tanto un 
interés relevante en la salud pública. La presencia de estas sustancias tóxicas en 
los piensos para alimentación animal puede tener varios orígenes y pertenecer a 
varias familias de compuestos: medicamentos veterinarios, micotoxinas, toxinas 
de origen vegetal, plaguicidas, etc. En piensos existen varios documentos 
europeos que regulan la presencia de algunas de estas sustancias como 
antibióticos, micotoxinas y otras sustancias indeseables [19, 55, 207]. El 
número de sustancias tóxicas que pueden estar presentes es muy elevado, es por 
esto que han ganado popularidad las técnicas capaces de abordar la detección 
masiva de contaminantes en una sola inyección como el uso de LC-HRMS.  
En el artículo científico 5 se desarrolla una metodología analítica capaz de 
detectar más de 70 contaminantes de interés y además cribar más de 400 
compuestos. En este estudio se han realizado varias investigaciones para la 
obtención del método optimo para este tipo de análisis. Con el objetivo de 
obtener la máxima respuesta en el detector del mayor número de analitos 
posibles fue necesaria una primera etapa de diseño estadístico de experimentos 
para optimizar los parámetros de la fuente de ionización. Por otro lado, la 
separación cromatográfica y la extracción de la muestra se adaptaron para este 
tipo de matriz del artículo científico 1, 2 y 4. Una de las etapas fundamentales 
en este trabajo fue el estudio del efecto matriz. En este tipo de muestras, la 
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composición del pienso es una parte muy importante en la cuantificación de 
cualquier sustancia contenida en él ya que existe mucha heterogeneidad en 
composición entre piensos de diferentes especies. En este estudio fue necesario 
encontrar una matriz representativa de otras matrices para la correcta 
cuantificación e identificación de las sustancias objeto de análisis. Una vez 
escogida dicha matriz representativa, la validación se realizó en base  a la 
legislación europea existente [192].  
El método desarrollado se aplicó a muestras reales para  la identificación y  
confirmación de los analitos investigados y el análisis post-adquisción de los 
datos para la búsqueda de otros potenciales contaminantes. Las diferentes etapas 
de las que se compone el método se muestran en la Figura 34. 
 
Figura 34. Esquema de trabajo para la detección de contaminantes en piensos 
mediante UHPLC-Orbitrap-HRMS. 




4.5.2. Discusión de los resultados 
Del mismo modo que en los artículos científicos 3 y 4, la creación de una base 
de datos es fundamental en cualquier método de análisis para la determinación 
dirigida de un amplio número de sustancias y fundamentalmente para el análisis 
post-target. Para este propósito se preparó una base de datos con 425 sustancias 
incluyendo medicamentos de uso veterinario, micotoxinas, toxinas de origen 
vegetal, y plaguicidas entre otros. La base de datos contiene toda la información 
posible recopilada experimentalmente o empíricamente a través de bibliografía 
publicada. En ella se incluyó: nombre del analito, fórmula molecular, ión 
molecular, fragmentos y RT si se conocen y tipo de ionización. En el ANEXO 
V, la Tabla S1 de la información suplementaria corresponde a la base de datos 
utilizada en este trabajo. 
 
Optimización de los parámetros de la fuente de ionización. 
 
Los valores óptimos encontrados mediante el diseño estadístico de experimentos 
se muestran en la Tabla 11. 
 




















estudiado 5-70 0-20 ±(2-5) 100-450 20-50 1-50 100-500 
Valor 
óptimo 40 10 +3,5/-2,5 125 45 30 450  
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En un primer cribado mediante un diseño de Plackett-Burman, se encontró un 
efecto significativo para los parámetros SGP, SKV, CT and HT en la mayoría 
de los analitos, pasando a optimizarse con diseño central compuesto (CCD). El 
resto de factores no presentó efectos significativos en la mayoría de los 
compuestos por lo que su valor se estableció según especificaciones del 
fabricante (SV) o en valores para los que se obtenía un efecto intermedio (CV y 
AG).  
En la Figura 35 se muestra un ejemplo de superficies de respuesta  de dos 
factores (SKV y HT) a un valor fijo de otros dos factores (SGP y CT).  
 
 
Figura 35. Superficies de respuesta para clenbuterol, carbadox, estanozolol,  y 
florfenicol obtenidas de la optimización mediante CCD. 
Evaluación del efecto matriz 
En la investigación del efecto matriz se observaron efectos matriz absolutos muy 
variados, desde un alto efecto matriz por supresión iónica para el Estanozolol en 
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un pienso equino (MEabs 26%) hasta un alto efecto matriz por incremento de la 
señal del fenoterol en pienso bovino (MEabs 539%). Este alto efecto matriz sólo 
puede ser superado o corregido mediante la introducción de otra etapa de clean-
up, el uso de estándares internos y la calibración en matriz. La introducción de 
clean-up no es recomendada ya que podría ocasionar la pérdida de sustancias 
que no son objeto del análisis dirigido pero que podrían ser detectadas en 
análisis a posteriori. Por esta razón, además del uso de estándares internos, la 
mejor opción es utilizar una curva de calibrado en la misma matriz que se 
pretende analizar. Sin embargo, esto no es muy práctico para el caso de análisis 
simultáneo de piensos de diferentes especies. La alternativa a este enfoque es la 
elección de una matriz representativa de todas ellas que permita la correcta 
cuantificación con exactitudes y reproducibilidades apropiadas. 
Para ello, el cálculo de Ratiorel indicó que la mejor opción es la elección de 
pienso de especie bovino como matriz representativa del resto de piensos 
evaluados (conejo, ave, equino y ovino). En la Figura 36, se representa el 
porcentaje de analitos para los que se obtiene un valor de Ratiorel entre 75 y 125 
%, evaluando cada especie cuando se toma como referencia cada uno de los 
piensos. En esta figura se puede observar que el porcentaje más alto de analitos 
(total %) con valores aceptables de Ratiorel es el pienso de la especie bovina con 
un 93%. En consecuencia, se seleccionó éste como matriz de referencia para la 





Figura 36. Número de compuestos con Ratiorel satisfactorio en función de la 
matriz de referencia. 
El método se validó acorde a los estándares europeos en este campo dando 
resultados satisfactorios para la mayoría de los analitos. Se obtuvieron 
exactitudes en el rango de 70-120 % para la mayoría de ellos con 
reproducibilidades menores al  20%. Para los analitos con recuperaciones 
menores al 70 % como en el caso de clenhexerol y aflatoxina G1 es evidente la 
necesidad de mejora probablemente mediante el uso de estándares internos 
isotópicamente marcados. La Figura 37 contiene los cromatogramas de masa 








































































Figura 37. Cromatograma de masa exacta del ion molecular de alguno de los 
compuestos determinados en una muestra de pienso adicionada a concentración 
del límite de cuantificación. 
En la Tabla  2 contenida en la información suplementaria, ANEXO V se 
incluyen los resultados de la validación para el nivel del límite de cuantificación 
y  nivel intermedio. Los límites de cuantificación varían entre 5 y 50 µg kg-1. 
Aplicación a muestras reales 
El método se aplicó a 32 muestras reales en las que se confirmó y cuantificó la 




Figura 38. Confirmación de una muestra positiva a florfenicol mediante a) 
fragmentos característicos  y b) patrón isotópico 12C/13C y 35Cl/37Cl. 
La Tabla 12 muestra el contenido y numero de muestras de cada uno de los 
hallazgos.  
Tabla 12. Muestras no conformes 
 
Por otro lado el análisis retrospectivo de los datos en 12 de las muestras 
mediante comparativa con la base de datos de 425 sustancias permitió la 
detección e identificación de algunas sustancias que no formaban parte de los 
analitos de interés. Esta identificación se pudo realizar mediante los fragmentos 
característicos encontrados en la bibliografía u obtenidos a través de software 
para elucidación de rutas de fragmentación, además del patrón isotópico. 
Gracias a este análisis se detectaron algunos antibióticos como trimetoprim y 
Sustancia Nº muestras Concentración (µg kg-1) 
Florfenicol 3 5,9 16,9 >20 
Atropina 1 7,2 - - 
Zearalenona 2 13,8 14,8 - 
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sulfadiazina y algún plaguicida como el metil-pirimifos. En la Figura 39 se 
muestra la identificación preliminar de estos compuestos. 
 
 
Figura 39. Identificación de sulfadiazina, trimetoprim y metil-pirimifos en 
varias muestras de piensos.  
Para la confirmación definitiva de estas sustancias sería necesaria la adquisición 







ü El uso del método genérico optimizado combinado con la detección 
mediante UHPLC-HRMS permite la cuantificación y confirmación de 77 
sustancias entre las que se encuentran medicamentos veterinarios, micotoxinas, 
fitotoxinas y otras sustancias no deseables en piensos. 
ü El análisis target de estos 77 compuestos en combinación con el análisis 
post-target mediante comparación con una base de datos en la que se incluyen 
425 compuestos (plaguicidas y otras drogas veterinarias mayoritariamente) 
hacen de esta estrategia una instrumento muy útil para la determinación de 
estos contaminantes y de otros posibles contaminantes de potencial riesgo en 
piensos. 
ü El análisis de muestras reales pone de manifiesto la necesidad del uso de 
este tipo de estrategias debido a los hallazgos encontrados, tanto en target 







4.5.4. Artículo científico 5. Target analysis and retrospective 
screening of veterinary drugs, ergot alkaloids, plant toxins and other 
undesirable substances in feed using Liquid Chromatography-High 
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Como conclusión general en base a los estudios realizados en la presente Tesis 
Doctoral , cabe destacar: 
 
1. El enorme potencial que se deriva de la estrategia analítica que combina el 
uso de una extracción genérica de las muestras con la plataforma UHPLC-
HRMS. Este enfoque permite realizar un análisis cuantitativo de sustancias 
previamente definidas y de las cuales se dispone de estándares, con el 
análisis retrospectivo de otras sustancias prioritarias o emergentes no 
consideradas inicialmente y de las cuales no se dispone de estándares. 
2. Esta estrategia es útil en distintos campos relacionados con la seguridad 
alimentaria y el control ambiental y es aplicable a diferentes matrices y 
analitos. Cada aplicación específica requiere una selección adecuada del 
método genérico de extracción, siendo QuEChERS uno de los métodos 
más eficaces, además de la concreción y optimización de los criterios 
cromatográficos y espectrométricos, al tiempo que se desarrolla la base de 
datos específica para el análisis retrospectivo. 
 
Por otro lado, las conclusiones específicas de cada uno de los trabajos realizados 





ü En este trabajo se ha desarrollado con éxito una estrategia de análisis para el 
cribado amplio de residuos de medicamentos veterinarios prohibidos en 
Conclusiones 
	234	
orina de bovino mediante UHPLC-HRMS con excelente selectividad y 
sensibilidad, demostrando la utilidad de esta técnica para el control oficial 
en el ámbito de residuos de medicamentos veterinarios.  
ü El método optimizado permite la extracción, detección e identificación 
simultánea de 87 analitos pertenecientes a distintas familias (β-agonistas, 
hormonas, tranquilizantes, anfenicoles…) con niveles de cribado 
establecidos entre 0,2 y 20 µg l-1. 
ü El UHPLC-HRMS ha resultado ser una herramienta eficaz en el análisis de 
residuos, permitiendo la identificación de un gran numero de sustancias en 
análisis  multianalito/multifamilia.  
ü El tratamiento de la muestra mediante QuEChERS posibilita la obtención 





ü El método analítico desarrollado mediante extracción genérica QuEChERS 
unido a la detección con UHPLC-HRMS permite la rápida identificación 
y cuantificación de 27 micotoxinas y sus metabolitos en leche materna.  
ü El método validado presenta niveles de calibración (LCL) desde 1 a 50  µg 
l-1, recuperaciones entre 64 y 93%, con desviaciones estándar relativas < 
20%. 
ü El método permite además la realización del cribado retrospectivo (post-
target) de otras micotoxinas, que pueden identificarse por la combinación 




ü El análisis de 35 muestras reales mediante el método desarrollado  ha 
posibilitado la identificación inequívoca de NEO, NIV, ENA, ENA1, 
ENB, ENB1 y de ZEA y sus metabolitos α y β-ZOL.  
ü El análisis retrospectivo (post-target) permitió la identificación sospechosa 
de algunos metabolitos de la fase I como T2 triol o deepoxi-deoxinivalenol 
(DOM), mostrándose así el gran potencial de UHPLC-HRMS como 




ü En el presente trabajo se ha desarrollado una estrategia analítica basada en 
UHPLC-HRMS que permite el análisis comprensivo (target y post-target) 
de plaguicidas en el aire (PM10) y que puede utilizarse en la 
monitorización de estas sustancias. 
ü El método cuantitativo se ha desarrollado para 35 plaguicidas de uso 
habitual, presentando un límite de cuantificación de 6.5 pg m3 para la 
mayoría de las sustancias, y recuperaciones entre el 75 y el 116% con 
precisiones (RSD) menores del 20 %. 
ü Además de la masa exacta y del perfil isotópico, la identificación de las 
sustancias target y post-target (análisis retrospectivo) mejora utilizando los 
fragmentos generados en la celda de colisión (HCD) del Orbitrap, sin 
embargo, una previas optimización de la energía de colisión es necesaria. 
ü El post-target análisis realizado sobre muestras reales mediante 
comparación con una base da datos de 300 sustancias posibilitó la 
identificación tentativa de nuevos compuestos presentes en aire como 
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algunos plaguicidas y metabolitos no incluidos inicialmente en el análisis 
dirigido (endotal, fenfuran, terbutilazina-OH) además de otros 




ü La estrategia analítica desarrollada combina el análisis cuantitativo de 29 
metabolitos de plaguicidas en orina (target) con un cribado retrospectivo 
masivo de biomarcadores de exposición a contaminantes ambientales, 
mediante el uso de UHPLC-HRMS, y puede utilizarse en programas 
nacionales de biomonitorización. 
ü El método cuantitativo presenta límites de cuantificación menores de 
3,2µg l-1 para la mayoría de los analitos, con recuperaciones entre el 60 y el 
120 %, con coeficientes de variación (precisión) menores del 25%. 
ü El potencial analítico de la alta resolución, la masa exacta y la adquisición 
en barrido completo con y sin fragmentación, permite la comparación con 
bases de datos para la identificación  inicial de posibles biomaracadores de 
exposición a plaguicidas y otros contaminantes ambientales no incluidos a 
priori en el método (análisis retrospectivo). 
ü La aplicación del método desarrollado en muestras reales de orina humana 
combinando el análisis target y el post-target hacen de esta estrategia una 
prometedora herramienta para estudios de biomonitorización en humanos 







ü El uso del método genérico optimizado combinado con la detección 
mediante UHPLC-HRMS permite la cuantificación y confirmación de 77 
sustancias entre la que se encuentran medicamentos veterinarios, 
micotoxinas, fitotoxinas y otras sustancias no deseables en piensos. 
ü El análisis target de estos 77 compuestos en combinación con el análisis 
post-target mediante comparación con una base de datos en la que se 
incluyen 425 compuestos (plaguicidas y otras drogas veterinarias 
mayoritariamente) hacen de esta estrategia una instrumento muy útil para 
la determinación de estos contaminantes y de otros posibles 
contaminantes de potencial riesgo en piensos. 
ü El análisis de muestras reales pone de manifiesto la necesidad del uso de 
este tipo de estrategias debido a los hallazgos encontrados, tanto en target 
(florfenicol, atropina, zearalenona entre otros) como en post-target 
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ANEXO I. Información suplementaria del artículo científico 1 
Supplementary data for 
Wide-range screening of banned veterinary drugs in urine by 
ultra high liquid chromatography coupled to high-resolution mass 
spectrometry 
Nuria León,  Marta Roca, Carmen Igualada, Claudia Martins, Agustín Pastor, 
Vicent Yusá 
Table of contents: 
Type Captions 
Figure S1  (a) Extracted ion chromatogram of dexamethasone 
and betamethasone (m/z 451.2138) from a urine 
sample spiked at the screening target level injected 
with the screening chromatographic method. (b) 
Extract ion chromatogram of dexamthasone and 
betamethasone from the same urine sample 
injected with the chromatographic alternatively 
method for confirmatory purposes 
Fig S2 Mass spectra and corresponding chromatogram of 
2-thiouracil (a) and formoterol (b) at 10,000 and 
50,000 resolution from a urine sample spiked at 
the screening target level. 
Fig S3 Obtained results for matrix effect (ME%), 
recovery (RE%), corrected ME and corrected 
RE for all the analytes including internal 
standards. 






Regulatory Limit: for certain prohibited or unauthorised analytes is the 
Minimum Required Performance Limit (MRPL) or the Reference Point of Action 
(RPA). 
Screening Target Concentration/Level (STC): It is the concentration at which 
a screening method categorises the sample as “Screen Positive” (potentially non 
compliant) and triggers a confirmatory test. STC must be at or less than the 
Regulatory Limit. 
Detection capability (CCβ): It is the smallest content of the analyte that may 
be detected, identified and/or quantified in a sample with an error probability < 5%. 
Cut-Off-Level: It is the response or signal from a screening test which 
indicates that a sample contains an analyte at o above the STC. The Cut-off-factor Fm 
was calculated as, Fm =M-1.64xSD; M is the mean response and “SD” the standard 
deviation of samples spiked at CCβ level. For each analyte the Cut-Off-Level was 
calculated as the ratio of the response of the analyte divided by the response of the 
internal standard. 
Threshold value T: It was calculated as, T=B+1.64xSDb; B is the mean 
response and SDb the standard deviation of blank samples. 




Figure S1. (a) Extracted ion chromatogram of dexamethasone and 
betamethasone (m/z 451.2138) from a urine sample spiked at the screening 
target level injected with the screening chromatographic method. (b) Extract 
ion chromatogram of dexamthasone and betamethasone from the same urine 








Fig S2. Mass spectra and corresponding chromatogram of 2-thiouracil (a) and 
formoterol (b) at 10,000 and 50,000 resolution from a urine sample spiked at 
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Fig S3. Obtained results for matrix effect (ME%), recovery (RE%), corrected 




Table S1. Validation Parameters of the target analytes 
Compound name B T Fm 
beta-zearalanol 0.000 0.000 0.061 
beta-zearalenol 0.063 0.186 0.367 
alpha-zearalanol 0.013 0.027 0.226 
alpha-zearalenol 0.015 0.049 0.351 
zearalanone 0.012 0.062 0.472 
zearalenone 0.022 0.066 0.577 
4-beta-hydroxystanozolol 0.000 0.000 0.079 
3'-hydroxystanozolol 0.000 0.000 0.027 
4-alpha-hydroxystanozolol 0.000 0.000 0.057 
beta-trenbolone 0.000 0.000 0.368 
beta-boldenone 0.015 0.055 0.144 
beta-nortestosterone 0.000 0.000 0.115 
16-beta-hydroxystanozolol 0.000 0.000 0.149 
boldione  0.041 0.180 0.358 
alpha-boldenone 0.009 0.048 0.096 
alpha-trenbolone 0.000 0.000 0.368 
alpha-nortestosterone 0.000 0.000 0.220 
beta-testosterone 0.008 0.030 0.096 
androstenedione 0.009 0.035 0.053 
alpha-testosterone 0.030 0.095 0.161 
methyltestosterone  0.000 0.000 0.038 
stanozolol 0.000 0.000 0.017 
dienestrol 0.000 0.000 0.494 
hexestrol 0.000 0.000 0.359 
diethylstilbestrol  0.000 0.000 0.050 
metaproterenol 0.000 0.000 1.483 
zilpaterol 0.000 0.000 0.023 
terbutaline 0.012 0.073 0.077 
salbutamol 0.001 0.006 0.018 
cimaterol 0.012 0.020 0.022 
cimbuterol 0.000 0.000 0.007 
fenoterol 0.000 0.000 0.005 
ritodrine 0.003 0.014 0.091 
clencyclohexerol 0.004 0.020 0.026 
hydroxymethylclenbuterol 0.000 0.000 0.027 
ractopamine  0.000 0.000 0.160 
chlorprenaline 0.061 0.107 0.365 
clenproperol 0.000 0.000 0.011 
formoterol 0.008 0.050 0.054 
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tulobuterol 0.162 0.263 0.284 
clenbuterol 0.003 0.006 0.011 
chlorbrombuterol 0.000 0.000 0.003 
brombuterol 0.000 0.000 0.005 
isoxsuprine 0.001 0.004 0.018 
clenpenterol 0.000 0.001 0.007 
mabuterol 0.000 0.000 0.152 
clenisopenterol 0.000 0.000 0.043 
mapenterol 0.000 0.000 0.161 
clenhexerol 0.000 0.000 0.145 
salmeterol 0.000 0.000 0.062 
atenolol  0.000 0.000 0.067 
xylazine 0.000 0.000 0.074 
azaperol 0.000 0.000 0.036 
azaperone 0.000 0.000 0.006 
carazolol 0.000 0.000 0.558 
haloperidol metabolite II 0.000 0.000 0.262 
acepromazine 0.000 0.000 0.024 
haloperidol   0.000 0.000 0.028 
propionylpromazine 0.000 0.000 0.032 
chlorpromazine  0.000 0.000 0.285 
hydroxymetronidazole 0.000 0.000 0.009 
HMMNI 0.000 0.000 0.094 
metronidazole  0.000 0.000 0.241 
ronidazole 0.000 0.000 0.009 
dimetridazole 0.000 0.000 0.104 
hydroxyipronidazole 0.001 0.004 0.027 
ipronidazole  0.000 0.000 0.175 
prednisolone 0.000 0.000 0.011 
methylprednisolone 0.000 0.000 0.011 
dexamethasone +betamethasone 0.008 0.048 0.130 
flumethasone 0.000 0.000 0.006 
naproxen 0.000 0.000 0.012 
oxyphenylbutazone 0.000 0.000 0.130 
phenylbutazone  0.000 0.000 0.269 
mefenamic acid 0.000 0.000 0.074 
florfenicol amine 0.000 0.000 0.997 
thiamphenicol 0.000 0.000 0.021 
florfenicol 0.001 0.005 0.042 
chloramphenicol 0.000 0.003 0.033 




Tapazol 0.000 0.000 0.103 
6-propyl-2-thiouracil 0.001 0.006 0.419 
2-mercaptobenzimidazole 0.013 0.051 0.056 
6-phenyl-2-thiouracilL 0.000 0.000 2.337 
dapsone 0.000 0.000 0.030 
monoacetyldapsone 0.000 0.000 0.183 
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ANEXO II. Información suplementaria del artículo científico 2 
Evaluation of mycotoxins and their metabolites in human breast 
milk using l iquid chromatography coupled to high resolution 
mass spectrometry 
Josep Rubert a ,b,c,  Nuria León c ,d ,  Carmen Sáez a ,  Claudia P.B. Martins e ,  
Michal Godula f ,Vicent Yusà c,d,g,  Jordi Man˜ e s a ,  José Miguel Soriano a ,  Carla 
Soler  a  
a Departament de Medicina Preventiva, Facultat de Farmàcia, Universitat de València, 
Av. Vicent Andrés Estellés s/n, 46100 Burjassot (València), Spain 
b Institute of Chemical Technology, Department of Food Analysis and Nutrition, Technická 
5, 166 28 Prague 6, Prague, Czech Republic 
c Public Health Laboratory of Valencia, 21 Avinguda Catalunya, 46020 València, Spain 
d Food Safety Research Area-Foundation for the Promotion of Health and 
Biomedical Research in the Valencian Region, FISABIO-Public Health, 21 
Avinguda Catalunya, 46020 València, Spain 
e Thermo Fisher Scientific, Avenue du Quebec 16, Silic 765, Villebon sur Yvette, 91963 
Courtaboeuf, France 
f  Thermo Fisher Scientific, Slunecˇná 27, 100 00 Prague 10, Czech  Republic 
g Analytical Chemistry Department, Universitat de Valencia, Edifici Jeroni Mu˜noz, 50, 
Dr Moliner, 46100 Burjassot (Valencia) Spain 
 
Table 1 Supplementary Data. Description of maternal characteristics 
studied. The results are given as means and relative standard deviation, as well 
as in percentage (%).  
 
 
 Voluntaries (n=35)  
Maternal age (years)  34 ± 2.7 
Weight  (Kg) 65.3 ± 11.3 
Height (cm) 162 ± 3.6 
Body mass index (BMI) 24.1 ± 4.3 
Unemployed (%) 11.5 
Town residence (%) 5.7 














































ANEXO III. Información suplementaria del artículo científico 3 
 
Combined target and post-run target strategy for comprehensive 
analysis of pesticides in ambient air using Liquid 
Chromatography-Orbitrap High Resolution Mass Spectrometry 
Clara Coscollà a,  Nuria Leóna ,  Agustín Pastorb Vicent Yusàa,b *,  
a Public Health Laboratory of Valencia-FISABIO, 21, Avenida Catalunya, 46020 Valencia, Spain 




  pages 
Figure SD-
1.  
Responses of molecular ion and main fragment target analytes at 
different collision energies (eV) of the higher collision cell (HCD) 
from the OrbitrapTM anal 
2-14 
Table SI-1  Exact mass database for post-run target screening, including 
elemental composition of the compound, theoretical accurate 
mass and fragments 
15-25 
Table SI-2. Estimated effects and p-values (α = 0.05) of the interactions for 
the main factors obtained from Factorial Fractional Design 
26 
Table SI-3 . Experimental conditions and response (peak area) of the central 
composite design used for the optimisation of ion source 




















































































































































































































































































































































































































































Figure SD-1. Responses of molecular ion and main fragment target analytes at 













































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































    ANEXO IV 
309	
ANEXO IV. Información suplementaria del artículo científico 4 
 
Comprehensive analytical strategy for biomonitoring of pesticides 
in urine by Liquid Chromatography-Orbitrap High Resolution 
Mass Spectrometry 
Roca M.  a,  Leon N .  a,  Pastor A.b,  Yusa V.  a, b* 
a Laboratory of Public Health of Valencia (LSPV-FISABIO), 21 Avenida Catalunya, 46020, Valencia, Spain 




Table	S1	 Exact	 mass	 database	 for	 post-run	 target	
screening	 including	 elemental	 composition,	
theoretical	 accurate	 mass	 and	 fragments	 of	









Estimated	 effects	 a	 and	 p-values	 (between	
parenthesis)	 of	 the	 seven	 factors	 of	 the	
Plackett–Burman	design		
Table	S3	 Experimental	 conditions	 and	 response	 (peak	
area)	obtained	for	TCPy,	PBA,	2,4D	and	DETP	of	
the	 CCD	 used	 for	 mass	 spectrometry	
optimization	
Fig	S1a	 Extracted	 ion	 chromatogram	 of	 the	 molecular	
ion	 of	 targeted	 metabolites	 in	 a	 standard	
solution	 (50	 μg	 l-1)	 in	 positive	 mode	 (HESI+).	
Narrow	window	of	5	ppm.	
Fig	S1b	 Extracted	 ion	 chromatogram	 of	 the	 molecular	
ion	 of	 targeted	 metabolites	 in	 a	 standard	




Fig	S2a	 Extracted	 ion	 chromatogram	 of	 the	 molecular	
ion	 of	 targeted	 metabolites	 in	 a	 standard	
solution	 (50	 μg	 l-1)	 in	 negative	 mode	 (HESI-).	
Narrow	window	of	5	ppm.	
Fig	S2b	 Extracted	 ion	 chromatogram	 of	 the	 molecular	
ion	 of	 targeted	 metabolites	 in	 a	 standard	
solution	 (50	 μg	 l-1)	 in	 negative	 mode	 (HESI-).	
Narrow	window	of	5	ppm.	
Fig	S2c	 Extracted	 ion	 chromatogram	 of	 the	 molecular	
ion	 of	 targeted	 metabolites	 in	 a	 standard	
solution	 (50	 μg	 l-1)	 in	 negative	 mode	 (HESI-).	
Narrow	window	of	5	ppm.	
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Table S2a. Placket-Burman design 
Run SGP AG SV CT SKV HT CV 
1 32.5 10 3.5 275 25.5 300 45 
2 5 0 5 450 50 100 70 
3 60 0 5 100 1 100 70 
4 60 0 2 100 50 500 70 
5 60 0 2 100 50 500 70 
6 60 20 2 450 50 100 70 
7 5 0 5 450 50 100 70 
8 32.5 10 3.5 275 25.5 300 45 
9 32.5 10 3.5 275 25.5 300 45 
10 5 20 5 450 1 500 70 
11 5 20 2 100 1 500 70 
12 60 0 5 450 1 500 20 
13 60 20 2 450 50 100 70 
14 5 20 2 100 1 500 70 
15 5 20 5 100 50 100 20 
16 5 20 5 100 50 100 20 
17 32.5 10 3.5 275 25.5 300 45 
18 5 20 5 450 1 500 70 
19 60 20 5 100 50 500 20 
20 5 0 2 100 1 100 20 
21 60 20 2 450 1 100 20 
22 32.5 10 3.5 275 25.5 300 45 
23 5 0 2 450 50 500 20 
24 5 0 2 100 1 100 20 
25 60 0 5 450 1 500 20 
26 60 20 5 100 50 500 20 
27 60 0 5 100 1 100 70 
28 60 20 2 450 1 100 20 
29 5 0 2 450 50 500 20 
30 32.5 10 3.5 275 25.5 300 45 
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Table S2b. Estimated effects a and p-values (between parenthesis) of the seven factors of the 
Plackett–Burman design used in the optimization of the MS–MS detection 
	




























































































































































































































































































































































































































Table S3. Experimental conditions and response (peak area) obtained for TCPy, PBA, 
2,4D and DETP of the CCD used for mass spectrometry optimization  
Run SGP CP SKV TCPy PBA 24D DETP 
1 40 100 30 1893975 199614 3049140 3342638 
2 20 275 30 1510710 3581952 2737743 2548124 
3 40 450 30 95862 400688 49487 251714 
4 40 275 10 3420 52519 79131 0 
5 40 275 30 1693858 3833980 2974413 2814859 
6 28.1079 379.056 41.8921 85075 170843 30037 135279 
7 51.8921 379.056 18.1079 339006 2577134 682841 968362 
8 40 275 30 1601641 3938109 2857572 2471697 
9 40 275 30 1510152 3229120 3029859 2606758 
10 51.8921 170.944 41.8921 1854964 3530739 3200812 3115484 
11 28.1079 379.056 41.8921 79785 214449 27935 141733 
12 40 275 30 1504722 4405064 2892187 2465679 
13 40 100 30 1753465 2950084 3615506 4189751 
14 40 275 30 1636086 4636283 2866785 2951959 
15 28.1079 379.056 18.1079 287910 1846393 917257 1278111 
16 40 275 30 1453649 4012304 2985287 2759827 
17 40 275 30 1706966 3677776 3085305 2890694 
18 51.8921 379.056 41.8921 80890 141800 28124 147573 
19 40 275 30 1829404 3552206 3012935 2918356 
20 51.8921 170.944 18.1079 2072516 3422314 3880364 4692959 
21 40 275 50 339178 846849 509001 231189 
22 60 275 30 1981470 5388490 2863923 2621992 
23 40 450 30 121521 407409 43166 266308 
24 40 275 30 1604809 4489916 2781587 2841625 
25 28.1079 170.944 41.8921 1236475 2609223 2614355 3280214 
26 51.8921 170.944 18.1079 1931899 3294733 3593223 4336631 
27 28.1079 170.944 18.1079 1654191 2218246 3433018 3348983 
28 40 275 30 1665912 4250095 3596655 2957292 
29 51.8921 379.056 41.8921 90777 215214 29037 136166 
30 28.1079 170.944 18.1079 1234944 2653556 3524756 3858214 
31 40 275 30 1416336 4262189 3152644 3228481 
32 40 275 30 1578191 4025805 3116505 3187564 
33 28.1079 379.056 18.1079 233775 2120394 891661 1419952 
34 28.1079 170.944 41.8921 1621476 2554729 2847012 3223868 
35 40 275 10 5473 80094 104514 7292 
36 51.8921 170.944 41.8921 1879539 2441051 2793383 3264800 
37 40 275 50 254591 960161 41413 202208 
38 20 275 30 1420155 3701104 2948431 3030192 
39 60 275 30 2018638 4987116 2984591 2454760 
40 51.8921 379.056 18.1079 302756 2475260 710199 1065954 
	
	 	





















Fig S1a. Extracted ion chromatogram of the molecular ion of targeted 
metabolites in a standard solution (50µg l-1) in positive mode (HESI+). Narrow 
window of 5 ppm. 
RT: 0.00 - 20.01 SM: 15G










































m/z= 142.00790-142.00932 F: FTMS 
{1,4}  + p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 1.88E5
m/z= 214.02816-214.03030 F: FTMS 
{1,4}  + p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 3.42E5
m/z= 184.01825-184.02009 F: FTMS 
{1,4}  + p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 3.48E5
m/z= 343.15296-343.15640 F: FTMS 
{1,4}  + p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 9.25E4
m/z= 397.17717-397.18115 F: FTMS 
{1,4}  + p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 8.97E4
m/z= 411.19276-411.19688 F: FTMS 
{1,4}  + p ESI Full ms [50.00-800.00]  





























Fig S1b. Extracted ion chromatogram of the molecular ion of targeted 
metabolites in a standard solution (50µg l-1) in positive mode (HESI+). Narrow 
window of 5ppm. 
RT: 0.00 - 20.01 SM: 9G















































m/z= 103.03192-103.03296 F: 
FTMS {1,4}  + p ESI Full ms 
[50.00-800.00]  MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 2.39E6
m/z= 182.12788-182.12970 F: 
FTMS {1,4}  + p ESI Full ms 
[50.00-800.00]  MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 1.60E6
m/z= 153.10146-153.10300 F: 
FTMS {1,4}  + p ESI Full ms 
[50.00-800.00]  MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 5.10E5
m/z= 230.00575-230.00805 F: 
FTMS {1,4}  + p ESI Full ms 




























Fig S2a. Extracted ion chromatogram of the molecular ion of targeted 
metabolites in a standard solution (50µg l-1) in negative mode (HESI-). Narrow 
window of 5ppm. 
RT: 0.00 - 20.01 SM: 15G













































m/z= 125.00029-125.00155 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS metodosR25000_metpest_02
NL: 5.96E5
m/z= 140.97737-140.97877 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 3.61E5
m/z= 156.95445-156.95601 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 1.85E6
m/z= 153.03145-153.03299 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 6.92E5
m/z= 169.00852-169.01022 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 2.06E5
m/z= 184.98561-184.98745 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  






























Fig S2b. Extracted ion chromatogram of the molecular ion of targeted 
metabolites in a standard solution (50µg l-1) in negative mode (HESI-). Narrow 
window of 5ppm. 
RT: 0.00 - 20.01 SM: 9G










































m/z= 138.01897-138.02035 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 6.01E5
m/z= 209.00004-209.00214 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 1.39E6
m/z= 152.03455-152.03607 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 2.78E5
m/z= 218.96103-218.96321 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 1.23E5
m/z= 252.92189-252.92441 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS metodosR25000_metpest_02
NL: 2.10E5
m/z= 195.91194-195.91390 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  





























Fig S2c. Extracted ion chromatogram of the molecular ion of targeted 
metabolites in a standard solution (50µg L-1) in negative mode (HESI-). 




	RT: 0.00 - 20.01 SM: 5G


































m/z= 152.03455-152.03607 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 1.58E5
m/z= 272.96482-272.96754 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 1.63E6
m/z= 213.05465-213.05679 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS metodosR25000_metpest_02
NL: 8.98E4
m/z= 296.89392-296.89688 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 1.54E5
m/z= 206.99748-206.99954 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
MS  ICIS 
metodosR25000_metpest_02
NL: 5.73E5
m/z= 231.04513-231.04745 F: FTMS 
{1,2}  - p ESI Full ms [50.00-800.00]  
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ANEXO V. Información suplementaria del artículo científico 5 
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Table S1. Post-target database. 
 Compound Name Chemical  Formula Extracted Mass Adduct Polarity 




C7H6N2S 151.0325 M+H + 
3 2-Thiouracil C4H4N2OS 126.9972 M-H - 
4 Acephate C4H10NO3PS 184.0192 M+H + 
5 Acepromazine C19H22N2OS 327.1526 M+H + 
6 Acetamiprid C10H11ClN4 223.0745 M+H + 
7 Aflatoxin B1 C17H12O6 313.0707 M+H + 
8 Aflatoxin B2 C17H14O6 315.0863 M+H + 
9 Aflatoxin G1 C17H12O7 329.0656 M+H + 
10 Aflatoxin G2 C17H14O7 331.0812 M+H + 
11 Alachlor C14H20ClNO2 270.1255 M+H + 
12 Albendazole C12H15N3O2S 266.0958 M+H + 
13 Albendazole sulfone C12H15N3O4S 298.0856 M+H + 
14 Albendazole sulfoxide C12H15N3O3S 282.0907 M+H + 
15 Aldicarb Sulfne C7H14N2O4S 223.0747 M+H + 
16 Aldicarb sulfoxide C7H14N2O3S 207.0798 M+H + 
17 alpha-boldenone C19H26O2 287.2006 M+H + 
18 alpha-nortestosterone C18H26O2 275.2006 M+H + 
19 alpha-trenbolone C18H22O2 271.1693 M+H + 
20 Ametryn C9H17N5S 228.1277 M+H + 
21 Androstenedione (ADD) C19H26O2 287.2006 M+H + 
22 Atenolol C14H22N2O3 267.1703 M+H + 
23 Atrazine C8H14ClN5 216.1011 M+H + 
24 Atrazine desisopropyl C5H8ClN5 174.0541 M+H + 
25 Atropine C17H23NO3 290.1751 M+H + 
26 Azaconazole C12H11Cl2N3O2 300.0301 M+H + 
27 Azadirachtin C35H44O16 743.2522 M+Na + 
28 Azaperol C19H24FN3O 330.1976 M+H + 
29 Azaperone C19H22FN3O 328.1820 M+H + 
30 Azinphos ethyl C12H16N3O3PS2 346.0444 M+H + 
31 Azoxistrobin C22H17N3O5 404.1241 M+H + 
32 Benalaxyl C20H23NO3 326.1751 M+H + 
33 Bendiocarb C11H13NO4 224.0917 M+H + 
34 Benfluralin C13H16F3N3O4 353.1431 M+NH4 + 
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 Compound Name Chemical  Formula Extracted Mass Adduct Polarity 
35 Bensulfuron methyl C16H18N4O7S 411.0969 M+H + 
36 Bentazone C10H12N2O3S 239.0496 M-H - 
37 Benthiavalicarb-Isopropyl C18H24FN3O3S 382.1595 M+H + 
38 beta-boldenone C19H26O2 287.2006 M+H + 
39 Betamethasone C22H29FO5 451.2138 M+H3C2O2 - 
40 beta-nortestosterone C18H26O2 275.2006 M+H + 
41 beta-trenbolone C18H22O2 271.1693 M+H + 
42 Bitertanol C20H23N3O2 338.1863 M+H + 
43 Boldenone C19H26O2 287.2006 M+H + 
44 Boldione (AED) C19H24O2 285.1849 M+H + 
45 Boscalid C18H12Cl2N2O 343.0399 M+H + 
46 Bromacil C9H13BrN2O2 261.0233 M+H + 
47 Brombuterol C12H18Br2N2O 364.9859 M+H + 
48 Bromoxynil C7H3Br2NO 273.8509 M-H - 
49 Bromuconazole C13H12BrCl2N3O 375.9614 M+H + 
50 Bupirimate C13H24N4O3S 317.1642 M+H + 
51 Buprofezin C16H23N3OS 306.1635 M+H + 
52 Butocarboxim sulfoxide C7H14N2O3S 207.0798 M+H + 
53 Butoxycarboxim C7H14N2O4S 223.0747 M+H + 
54 Butralin C14H21N3O4 296.1605 M+H + 
55 Cadusafos C10H23O2PS2 271.0950 M+H + 
56 Carazolol C18H22N2O2 299.1754 M+H + 
57 Carbadox C11H10N4O4 263.0775 M+H + 
58 Carbaryl C12H11NO2 202.0863 M+H + 
59 Carbendazim C9H9N3O2 192.0768 M+H + 
60 Carbofuran C12H15NO3 222.1125 M+H + 
61 Carbofuran-3 hidroxy C12H15NO4 238.1074 M+H + 
62 Carnidazol C8H12N4O3S 245.0703 M+H + 
63 Carprofen C15H12ClNO2 272.0484 M-H - 
64 Chloramphenicol C11H12Cl2N2O5 321.0051 M-H - 
65 Chlorbrombuterol C12H18BrClN2O 321.0364 M+H + 
66 Chloridazon C10H8ClN3O 222.0429 M+H + 
67 Chlorotoluron C10H13ClN2O 213.0789 M+H + 
68 Chlorprenaline C11H16ClNO 214.0993 M+H + 
69 Chlorpromazine C17H19ClN2S 319.1030 M+H + 
70 Chlorpyrifos C9H11Cl3NO3PS 349.9336 M+H + 
71 Ciclobendazole C13H13N3O3 260.1030 M+H + 
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 Compound Name Chemical  Formula Extracted Mass Adduct Polarity 
72 Cimaterol C12H17N3O 220.1444 M+H + 
73 Cimbuterol C13H19N3O 234.1601 M+H + 
74 Cinidon ethyl C19H17Cl2NO4 394.0607 M+H + 
75 Cinosulfuron C15H19N5O7S 414.1078 M+H + 
76 Cinoxacin C12H10N2O5 263.0663 M+H + 
77 Ciprofloxacin C17H18FN3O3 332.1405 M+H + 
78 Clenbuterol C12H18Cl2N2O 277.0869 M+H + 
79 Clencyclohexerol C14H20Cl2N2O2 319.0975 M+H + 
80 Clenhexerol C14H22Cl2N2O 305.1182 M+H + 
81 Clenisopenterol C13H20Cl2N2O 291.1025 M+H + 
82 Clenpenterol C13H20Cl2N2O 291.1026 M+H + 
83 Clenproperol C11H16Cl2N2O 263.0713 M+H + 
84 Clethodim C17H26ClNO3S 360.1395 M+H + 
85 Clodinafop-propargyl C17H13ClFNO4 350.0590 M+H + 
86 Clofentezine C14H8Cl2N4 303.0199 M+H + 
87 Clorfenvinfos C12H14Cl3O4P 358.9768 M+H + 
88 Clothianidin C6H8ClN5O2S 250.0160 M+H + 
89 Coumaphos C14H16ClO5PS 363.0217 M+H + 
90 Cyanazine C9H13ClN6 241.0963 M+H + 
91 Cycloate C11H21NOS 216.1417 M+H + 
92 Cycloxydim C17H27NO3S 326.1784 M+H + 
93 Cymoxanil C7H10N4O3 199.0826 M+H + 
94 Cypermethrin C22H19Cl2NO3 433.1080 M+NH4 + 
95 Cyproconazole C15H18ClN3O 292.1211 M+H + 
96 Cyprodinil C14H15N3 226.1339 M+H + 
97 Danofloxacin C19H20FN3O3 358.1562 M+H + 
98 Dapsone C12H12N2O2S 249.0692 M+H + 
99 Decoquinate C24H35NO5 418.2588 M+H + 




C6H15O5PS2 263.0171 M+H + 
102 Desethyl atrazine C6H10ClN5 188.0698 M+H + 
103 Desethyl terbuthylazine C7H12ClN5 202.0854 M+H + 
104 Desmedipham C16H16N2O4 301.1183 M+H + 
105 Desmetryn C8H15N5S 214.1121 M+H + 
106 Dexamethasone C22H29FO5 451.2138 M+H3C2O2 - 
107 Diazinon C12H21N2O3PS 305.1083 M+H + 
    ANEXO V 
331	
 Compound Name Chemical  Formula Extracted Mass Adduct Polarity 
108 Dichlorprop C9H8Cl2O3 232.9778 M-H - 
109 Dichlorvos C4H7Cl2O4P 220.9532 M+H + 
110 Diclobutrazole C15H19Cl2N3O 328.0978 M+H + 
111 Diethofencarb C14H21NO4 268.1543 M+H + 
112 Difenoconazole C19H17Cl2N3O3 406.0720 M+H + 
113 Diflubenzuron C14H9ClF2N2O2 311.0393 M+H + 
114 Diflufenican C19H11F5N2O2 395.0814 M+H + 
115 Dimethoate C5H12NO3PS2 230.0069 M+H + 
116 Dimethomorph C21H22ClNO4 388.1310 M+H + 
117 Dimetridazole C5H7N3O2 142.0611 M+H + 
118 Diniconazole C15H17Cl2N3O 326.0821 M+H + 
119 Dinobuton C14H18N2O7 344.1452 M+NH4 + 
120 Diphenylamine C12H11N 170.0964 M+H + 
121 Disulfoton Sulfone C8H19O4PS3 307.0256 M+H + 
122 Disulfoton Sulfoxide C8H19O3PS3 291.0307 M+H + 
123 Diuron C9H10Cl2N2O 233.0243 M+H + 
124 Deoxynivalenol (DON) C15H20O6 295.1187 M-H - 
125 Endosulfan sulphate C9H6Cl6O4S 420.8191 M+H + 
126 Enoxacin C15H17FN4O3 321.1358 M+H + 
127 Enrofloxacin C19H23FN3O3 361.1796 M+H + 
128 Epoxiconazole C17H13ClFN3O 330.0804 M+H + 
129 Ergocornine C31H39N5O5 562.3024 M+H + 
130 Ergocorninine C31H39N5O5 562.3024 M+H + 
131 Ergocristine C35H39N5O5 610.3024 M+H + 
132 Ergocristinine C35H39N5O5 610.3024 M+H + 
133 Ergocryptine C32H41N5O5 576.3180 M+H + 
134 Ergocryptinine C32H41N5O5 576.3180 M+H + 
135 Ergosine C30H37N5O5 548.2867 M+H + 
136 Ergosinine C30H37N5O5 548.2867 M+H + 
137 Esfenvalerate C25H22ClNO3 420.1361 M+H + 
138 Ethiofencarb C11H15NO2S 226.0896 M+H + 
139 Ethiofencarb sulfone C11H15NO4S 258.0795 M+H + 
140 Ethiofencarb sulfoxide C11H15NO3S 242.0845 M+H + 
141 Ethion C9H22O4P2S4 384.9949 M+H + 
142 Ethiprole C13H9Cl2F3N4OS 396.9899 M+H + 
143 Ethofumesate C13H19O5S 288.1026 M+H + 
144 Ethoprophos C8H19O2PS2 243.0637 M+H + 
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145 Etofenprox C25H28O3 377.2111 M+H + 
146 Etoxazole C25H28O3 377.2111 M+H + 
147 Etrimfos C10H17N2O4PS 293.0719 M+H + 
148 Fenamiphos C10H17N2O4PS 293.0719 M+H + 
149 Fenamiphos sulfone C13H22NO5PS 336.1029 M+H + 
150 Fenamiphos sulfoxide C13H22NO4PS 320.1080 M+H + 
151 Fenarimol C17H12Cl2N2O 331.0399 M+H + 
152 Fenazaquin C20H22N2O 307.1805 M+H + 
153 Fenbendazole C15H13N3O2S 300.0801 M+H + 
154 Fenbendazole sulfone C15H13N3O4S 332.0700 M+H + 
155 Fenbendazole sulfoxide C15H13N3O3S 316.0750 M+H + 
156 Fenbuconazole C19H17ClN4 337.1215 M+H + 
157 Fenbufen C16H14O3 255.1016 M+H + 
158 Fenhexamid C14H17Cl2NO2 302.0709 M+H + 
159 Fenoterol C17H21NO4 304.1543 M+H + 
160 Fenoxaprop-P-ethyl C18H16ClNO5 362.0790 M+H + 
161 Fenoxycarb C17H19NO4 302.1387 M+H + 
162 Fenpropathrin C22H23NO3 350.1751 M+H + 
163 Fenpropidin C19H31N 274.2529 M+H + 
164 Fenpropimorph C20H33NO 304.2635 M+H + 
165 Fenpyroximate C24H27N3O4 422.2074 M+H + 
166 Fensulfothion C11H17O4PS2 309.0379 M+H + 
167 Fenthion C10H15O3PS2 279.0273 M+H + 
168 Fenthion sulfone C10H15O5PS2 311.0171 M+H + 
169 Fenthion sulfoxide C10H15O4PS2 295.0222 M+H + 
170 Fipronil C12H4Cl2F6N4OS 434.9314 M-H - 
171 Fleroxacin C17H18F3N3O3 370.1373 M+H + 
172 Flonicamid C9H6F3N3O 230.0536 M+H + 
173 Florfenicol C12H14Cl2FNO4S 355.9932 M-H - 
174 Fluazifop C15H12F3NO4 326.0646 M-H - 
175 Fluazifop buthyl C19H20F3NO4 384.1417 M+H + 
176 Flubendazole C16H12FN3O3 314.0936 M+H + 
177 Flubendazole amine C14H10FN3O 256.0881 M+H + 
178 Flucythrinate C26H23F2NO4 452.1668 M+H + 
179 Fludioxonil C12H6F2N2O2 247.0325 M-H - 
180 Flufenoxuron C21H11ClF6N2O3 489.0435 M+H + 
181 Flumequine C14H12FNO3 262.0874 M+H + 
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182 Flumethasone C22H28F2O5 469.2043 M+H3C2O2 - 
183 Flunixin C14H11F3N2O2 296.0767 M+H + 
184 Fluquinconazole C16H8Cl2FN5O 376.0163 M+H + 
185 Fluroxipyr C7H5Cl2FN2O3 252.9589 M-H - 
186 Flusilazole C16H15F2N3Si 316.1076 M+H + 
187 Flutolanil C17H16F3NO2 324.1206 M+H + 
188 Flutriafol C16H13F2N3O 302.1100 M+H + 
189 Fonofos C10H15OPS2 247.0375 M+H + 
190 Forchlorfenuron C12H10ClN3O 248.0585 M+H + 
191 Formetanate C11H15N3O2 222.1237 M+H + 
192 Formoterol C19H24N2O4 345.1809 M+H + 
193 Fumonisin B1 C34H59NO15 722.3957 M+H + 
194 Fumonisin B2 C34H59NO14 706.4008 M+H + 
195 Furalaxyl C17H19NO4 302.1387 M+H + 
196 Furmecyclox C14H21NO3 252.1594 M+H + 
197 Haloperidol C21H23ClFNO2 376.1474 M+H + 
198 Haloxyfop C15H11ClF3NO4 362.0402 M+H + 
199 Heptenophos C17H21ClN2O2S 353.1085 M+H + 
200 Hexythiazox C17H21ClN2O2S 353.1085 M+H + 




C12H18Cl2N2O2 293.0818 M+H + 
203 Imazalil C14H14Cl2N2O 297.0556 M+H + 
204 Imazapyr C13H15N3O3 262.1186 M+H + 
205 Imidacloprid C9H10ClN5O2 256.0596 M+H + 
206 Indometacin C19H16ClNO4 358.0841 M+H + 
207 Indoprofen C17H15NO3 282.1125 M+H + 
208 Indoxacarb C22H17ClF3N3O7 528.0780 M+H + 
209 Iodosulfuron methyl C14H14IN5O6S 507.9782 M+H + 
210 Ipronidazole C7H11N3O2 170.0924 M+H + 
211 Ipronidazol-hydroxide C7H11N3O3 186.0873 M+H + 
212 Iprovalicarb C18H28N2O3 321.2173 M+H + 
213 Isofenphos C15H24NO4PS 346.1236 M+H + 
214 Isofenphos Methyl C14H22NO4PS 332.1080 M+H + 
215 Isoproturon C12H18N2O 207.1492 M+H + 
216 Isoxaflutole C15H12F3NO4S 360.0512 M+H + 
217 Isoxicam C14H13N3O5S 336.0649 M+H + 
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218 Isoxuprine C18H23NO3 302.1751 M+H + 
219 Ivermectin B1a C48H74O14 875.5151 M+H + 
220 Josamycin C42H69NO15 828.4740 M+H + 
221 Ketoprofen C16H14O3 255.1016 M+H + 
222 Kresoxim-methyl C18H19NO4 314.1387 M+H + 
223 Lenacil C13H18N2O2 235.1441 M+H + 
224 Levamisole C11H12N2S 205.0794 M+H + 
225 Linuron C9H10Cl2N2O2 249.0192 M+H + 
226 Lomefloxacin C17H19F2N3O3 352.1467 M+H + 
227 Lufenuron C17H8Cl2F8N2O3 508.9712 M-H - 
228 Lyncomycin C18H34N2O6S 407.2210 M+H + 
229 Mabuterol C13H18ClF3N2O 311.1133 M+H + 
230 Maduramycin C47H79O17 916.5390 M+H + 
231 Malaoxon C10H19O7PS 315.0662 M+H + 
232 Malathion C10H19O6PS2 331.0433 M+H + 
233 Mapenterol C14H20ClF3N2O 325.1289 M+H + 
234 Marbofloxacin C17H19FN4O4 363.1463 M+H + 
235 Mebendazole C16H13N3O3 296.1030 M+H + 
236 Mecarbam C10H20NO5PS2 330.0593 M+H + 
237 Meclofenamic acid C14H11Cl2NO2 294.0094 M-H - 
238 Mefenamic acid C15H15NO2 240.1030 M-H - 
239 Meloxicam C14H13N3O4S2 350.0275 M-H - 
240 Mepanipyrim C14H13N3 224.1182 M+H + 
241 Metaflumizone C24H16F6N4O2 507.1250 M+H + 
242 Metalaxyl C15H21NO4 280.1543 M+H + 
243 Metamitron C10H10N4O 203.0927 M+H + 
244 Metaproterenol C11H17NO3 212.1281 M+H + 
245 Metazachlor C14H16ClN3O 278.1055 M+H + 
246 Methidathion C6H11N2O4PS3 302.9691 M+H + 
247 Methiocarb C11H15NO2S 226.0896 M+H + 
248 Methiocarb sulfone C11H15NO4S 258.0795 M+H + 
249 Methiocarb sulfoxide C11H15NO3S 242.0845 M+H + 
250 Methylprednisolone C22H30O5 433.2232 M+H3C2O2 - 
251 Methyltestosterone C20H30O2 303.2319 M+H + 
252 Metobromuron C9H11BrN2O2 259.0077 M+H + 
253 Metolachlor C15H22ClNO2 284.1412 M+H + 
254 Metoxuron C10H13ClN2O2 229.0738 M+H + 
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255 Metoxyfenozide C22H28N2O3 369.2173 M+H + 
256 Metribuzine C8H14N4OS 215.0961 M+H + 
257 Metronidazole C6H9N3O3 172.0717 M+H + 
258 Metsulfuron-methyl C14H15N5O6S 382.0816 M+H + 
259 Mevinphos C7H13O6P 225.0523 M+H + 
260 Minocicline C23H27N3O7 458.1922 M+H + 
261 Monensin C36H62O11 671.4365 M+H + 
262 Monocrotaline C16H23NO6 326.1598 M+H + 
263 Monocrotophos C7H14NO5P 224.0682 M+H + 
264 Monolinuron C9H11ClN2O2 215.0582 M+H + 
265 Myclobutanil C15H17ClN4 289.1215 M+H + 
266 Nalidixic acid C12H12N2O3 233.0921 M+H + 
267 Niflumic acid C13H9F3N2O2 281.0543 M-H - 
268 Nitenpyram C11H15ClN4O2 271.0956 M+H + 
269 Nivalenol C15H20O7 371.1348 M+H3C2O2 - 
270 Norfloxacin C16H18FN3O3 320.1405 M+H + 
271 Norflurazon C12H9ClF3N3O 304.0459 M+H + 
272 Nuarimol C17H12ClFN2O 315.0695 M+H + 
273 Ochratoxin A C20H18ClNO6 404.0895 M+H + 
274 Ofurace C14H16ClNO3 282.0892 M+H + 
275 Olaquindox C12H13N3O4 264.0979 M+H + 
276 Omethoate C5H12NO4PS 214.0297 M+H + 
277 Ornidazole C7H10ClN3O3 220.0484 M+H + 
278 Oxadixyl C14H18N2O4 279.1339 M+H + 
279 Oxamyl C7H13N3O3S 237.1016 M+NH4 + 
280 Oxfendazole C15H13N3O3S 316.0750 M+H + 
281 Oxibendazole C12H15N3O3 250.1186 M+H + 
282 Oxolinic acid C13H11NO5 262.0710 M+H + 
283 Oxydemeton methyl C6H15O4PS2 247.0222 M+H + 
284 Oxyfluorfen C15H11ClF3NO4 362.0402 M+H + 
285 Paclobutrazole C15H20ClN3O 294.1368 M+H + 
286 Paraoxon methyl C8H10NO6P 248.0319 M+H + 
287 Parathion methyl C8H10NO5PS 261.9945 M-H - 
288 Pefloxacin C17H20FN3O3 334.1562 M+H + 
289 Penconazole C13H15Cl2N3 284.0716 M+H + 
290 Pencycuron C19H21ClN2O 329.1415 M+H + 
291 Pendimethaline C13H19N3O4 282.1448 M+H + 
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292 Phenmedipham C16H16N2O4 301.1183 M+H + 
293 Phenthoate C12H17O4PS2 321.0379 M+H + 
294 Phorate C7H17O2PS3 261.0201 M+H + 
295 Phosalone C12H15ClNO4PS2 367.9941 M+H + 
296 Phosmet C11H12NO4PS2 318.0018 M+H + 
297 Phosphamidon C10H19ClNO5P 300.0762 M+H + 
298 Pirimicarb C11H18N4O2 239.1503 M+H + 
299 Prednisolone C21H28O5 419.2075 M+H3C2O2 - 
300 Prochloraz C15H16Cl3N3O2 376.0381 M+H + 
301 Profenofos C11H15BrClO3PS 372.9424 M+H + 
302 Promecarb C12H17NO2 208.1332 M+H + 
303 Prometryn C10H19N5S 242.1434 M+H + 
304 Propamocarb C9H20N2O2 189.1598 M+H + 
305 Propaquizafop C22H22ClN3O5 444.1321 M+H + 
306 Propargite C19H26O4S 351.1625 M+H + 
307 Propazine C9H16ClN5 230.1167 M+H + 
308 Propiconazole C15H17Cl2N3O2 342.0771 M+H + 
309 Propionylpromazine C20H24N2OS 341.1682 M+H + 
310 Propoxur C11H15NO3 210.1125 M+H + 
311 Propyzamide C12H11Cl2NO 256.0291 M+H + 
312 Prosulfocarb C14H21NOS 251.1338 M+H + 
313 Prosulfuron C15H16F3N5O4S 420.0948 M+H + 
314 Pymetrozine C10H11N5O 218.1036 M+H + 
315 Pyraclostrobin C19H18ClN3O4 388.1059 M+H + 
316 Pyrazophos C14H20N3O5PS 374.0934 M+H + 
317 Pyridaben C19H25ClN2OS 365.1449 M+H + 
318 Pyridaphenthion C14H17N2O4PS 341.0719 M+H + 
319 Pyrifenox C14H12Cl2N2O 295.0399 M+H + 
320 Pyrimethanil C12H13N3 200.1182 M+H + 
321 Pyrimiphos ethyl C13H24N3O3PS 334.1349 M+H + 
322 Pyrimiphos methyl C11H20N3O3PS 306.1036 M+H + 
323 Pyriproxyfen C20H19NO3 322.1438 M+H + 
324 Quinalphos C12H15N2O3PS 299.0614 M+H + 
325 Quinoxyfen C15H8Cl2FNO 308.0040 M+H + 
326 Quinozalofop ethyl C19H17ClN2O4 373.0950 M+H + 
327 Ractopamine C18H23NO3 302.1751 M+H + 
328 Retrorsine C18H25NO6 352.1755 M+H + 
    ANEXO V 
337	
 Compound Name Chemical  Formula Extracted Mass Adduct Polarity 
329 Ritodrine C17H21NO3 288.1594 M+H + 
330 Robenidine C15H13Cl2N5 334.0621 M+H + 
331 Ronidazole C6H8N4O4 201.0618 M+H + 
332 Rotenone C23H22O6 395.1489 M+H + 
333 Roxithromycin C41H76N2O15 837.5319 M+H + 
334 Salbutamol C13H21NO3 240.1594 M+H + 
335 Sameterol C25H37NO4 416.2795 M+H + 
336 Scopolamine C17H21NO4 304.1544 M+H + 
337 Sebuthylazine C9H16ClN5 230.1167 M+H + 
338 Senecionine C18H25NO5 336.1805 M+H + 
339 Senephylline C18H23NO5 334.1649 M+H + 
340 Senkirkine C19H27NO6 366.1911 M+H + 
341 Sethoxydim C17H29NO3S 328.1941 M+H + 
342 Silafluofen C25H29FO2Si 426.2259 M+NH4 + 
343 Simazine C7H12ClN5 202.0854 M+H + 
344 Simetryn C8H15N5S 214.1121 M+H + 
345 Spinosad (Spinosyn A) C41H65NO10 732.4681 M+H + 
346 Spiramycin C43H74N2O14 843.5213 M+H + 
347 Spirodiclofen C21H24Cl2O4 411.1124 M+H + 
348 Spiromesifen C23H30O4 371.2217 M+H + 
349 Spiroxamine C18H35NO2 298.2741 M+H + 
350 Stanozolol C21H32N2O 329.2587 M+H + 
351 Sulfabenzamide C13H12N2O3S 277.0641 M+H + 
352 Sulfacetamide C8H10N2O3S 215.0485 M+H + 
353 Sulfachloropyridazine C10H9ClN4O2S 285.0208 M+H + 
354 Sulfadiazine C10H10N4O2S 251.0597 M+H + 
355 Sulfadimethoxine C12H14N4O4S 311.0809 M+H + 
356 Sulfadimidine C12H14N4O2S 279.0910 M+H + 
357 Sulfadoxin C12H14N4O4S 309.0663 M-H - 
358 Sulfamerazine C11H12N4O2S 265.0754 M+H + 
359 Sulfameter C11H12N4O3S 281.0703 M+H + 
360 Sulfametizole C9H10N4O2S2 271.0318 M+H + 
361 Sulfametoxazole C10H11N3O3S 254.0594 M+H + 
362 Sulfametoxypyridazine C11H12N4O3S 281.0703 M+H + 
363 Sulfamonometoxin C11H12N4O3S 281.0703 M+H + 
364 Sulfamoxole C11H13N3O3S 268.0750 M+H + 
365 Sulfanitran C14H13N3O5S 336.0649 M+H + 
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366 Sulfaquinoxaline C14H12N4O2S 301.0754 M+H + 
367 Sulfathiazole C9H9N3O2S2 256.0209 M+H + 
368 Sulfatroxazole C11H13N3O3S 268.0750 M+H + 
369 Sulfisomidin C12H14N4O2S 279.0910 M+H + 
370 Sulfisoxazole C11H13N3O3S 268.0750 M+H + 
371 Sulfotep C8H20O5P2S2 323.0300 M+H + 
372 Sulindac C20H17FO3S 357.0955 M+H + 
373 T2 Toxin C24H34O9 489.2095 M+H + 
374 Tebuconazole C16H22ClN3O 308.1524 M+H + 
375 Tebufenozide C22H28N2O2 353.2224 M+H + 
376 Tebutam C15H23NO 234.1852 M+H + 
377 Teflubenzuron C14H6Cl2F4N2O2 378.9670 M-H - 
378 Tenoxicam C13H11N3O4S2 338.0264 M+H + 
379 Tepraloxydim C17H24ClNO4 342.1467 M+H + 
380 Terbufos C9H21O2PS3 289.0514 M+H + 
381 Terbumeton C10H19N5O 226.1662 M+H + 
382 Terbutaline C12H19NO3 226.1438 M+H + 
383 Terbuthylazine C9H16ClN5 230.1167 M+H + 
384 Terbutryn C10H19N5S 242.1434 M+H + 
385 Tetrachlorvinphos C10H9Cl4O4P 364.9065 M+H + 
386 Tetraconazole C13H11Cl2F4N3O 372.0288 M+H + 
387 Tetramethrin C19H25NO4 332.1856 M+H + 
388 Thiabendazole C10H7N3S 202.0433 M+H + 
389 Thiacloprid C10H9ClN4S 253.0309 M+H + 
390 Thiamethoxam C8H10ClN5O3S 292.0266 M+H + 
391 Thiamphenicol C12H15Cl2NO5S 353.9975 M-H - 
392 Thiazopyr C16H17F5N2O2S 397.1004 M+H + 
393 Thifensulfuron methyl C12H13N5O6S2 388.0380 M+H + 
394 Thiofanox C9H18N2O2S 219.1162 M+H + 
395 Thiofanox sulfone C9H18N2O4S 251.1060 M+H + 
396 Thiofanox sulfoxide C9H18N2O3S 235.1111 M+H + 
397 Thiometon C6H15O2PS3 247.0045 M+H + 
398 Thiophanate methyl C12H14N4O4S2 343.0529 M+H + 
399 Tiamulin C28H47NO4S 494.3299 M+H + 
400 Tilmicosin C46H80N2O13 869.5733 M+H + 
401 Tilosin C46H77NO17 916.5264 M+H + 
402 Tinidazole C8H13N3O4S 248.0700 M+H + 
    ANEXO V 
339	
 Compound Name Chemical  Formula Extracted Mass Adduct Polarity 
403 Tolfenamic acid C14H12ClNO2 262.0629 M+H + 
404 Tolmetin C15H15NO3 258.1125 M+H + 
405 Toltrazuril C18H14F3N3O4S 424.0584 M-H - 
406 Triadimefon C14H16ClN3O2 294.1004 M+H + 
407 Triadimenol C14H18ClN3O2 296.1160 M+H + 
408 Triallate C10H16Cl3NOS 304.0091 M+H + 
409 Triasulfuron C14H16ClN5O5S 402.0633 M+H + 
410 Triazophos C12H16N3O3PS 314.0723 M+H + 
411 Trichlorfon C4H8Cl3O4P 256.9299 M+H + 
412 Trietazine C9H16ClN5 230.1167 M+H + 
413 Trifloxystrobin C20H19F3N2O4 409.1370 M+H + 
414 Triflumizole C15H15ClF3N3O 346.0929 M+H + 
415 Triflumuron C15H10ClF3N2O3 359.0405 M+H + 
416 Trifluralin C13H16F3N3O4 336.1166 M+H + 
417 Trimethoprim C14H18N4O3 291.1452 M+H + 
418 Tulobuterol C12H18ClNO 228.1150 M+H + 
419 Valnemuline C31H52N2O5S 565.3670 M+H + 
420 Vamidothion C8H18NO4PS2 288.0488 M+H + 
421 Virginiamycin M1 C28H35N3O7 526.2548 M+H + 
422 Xylazine C12H16N2S 221.1107 M+H + 
423 Zearalenone C18H22O5 317.1394 M+H - 
424 Zilpaterol C14H19N3O2 262.1550 M+H + 




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































ANEXO V  
364	
 
Figure S1. Percentage of compounds with acceptable value of Ratiorel (from 75 to 
125%) in poultry, cattle, horse, swine, rabbit and lamb feed calculated taken each 
matrix as matrix reference (Total% summarize the global percentage of all 
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